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RESUMEN 
En este trabajo de tesis, se abordaron estudios sobre distintos aspectos de la biologia de una 
cepa de Chlorella kessleri, aislada de la Laguna verde (Complejo Termal Copahue, Neuquen, 
Argentina), que no habia sido estudiada previamente. Se realiz6 la caracterizaci6n 
morfol6gica, ultraestructural, bioquimica y fisiol6gica de esta cepa aut6ctona y se asign6 su 
correcta identidad taxonbmica. La identificacidn de esta especie constituy6 una cita nueva 
para la Argentina, el segundo registro mundial de la especie en un ambiente natural, y una 
nueva cita de una especie del genero Chlorella en un ambiente de origen volchico. AdemAs, 
se realizaron estudios enzimiticos, relacionados con 10s pasos regulatorios claves del carnino 
biosintetico de las clorofilas. Se determinaron, por primera vez en Chlorella kessleri, las 
actividades de dos enzimas involucradas en el primer paso regulatorio de este camino (sintesis 
del primer metabolito, zicido 6-aminolevulinico), detectindose la presencia de actividad de las 
enzimas 6-aminolevulinico sintetasa y y,6-dioxovalerato transaminasa. Se estudi6 y 
caracteriz6 por primera vez en una Chlorophyta y por segunda vez en algas en general, la 
enzima del segundo paso regulatorio clave del camino (uroporfirin6geno decarboxilasa, 
UroD). Los estudios realizados sobre la actividad de esta llxltima enzima en hnci6n de 
distintas condiciones (fase de crecimiento del cultivo, pH, temperatura, tiempo de incubacibn, 
tiempo de almacenamiento, concentraci6n de proteinas, concentraci6n de sustrato) 
permitieron caracterizar la UroD de C. kessleri y sentar las bases para la determinaci6n de su 
actividad en las microalgas. Adicionalmente, se llev6 a cab0 la purificaci6n parcial de esta 
enzima y se estableci6 que su estructura corresponderia a un heterodimero de ca. 1 16 + 7 kDa 
constituido por dos mon6meros de ca. 72 + 7 kDa y 66 + 5 kDa de masa molecular. 
A1 mismo tiempo, se estudiaron dos aspectos importantes relacionados con la biologia 
aplicada de las microalgas: 
1) La potencial aplicaci6n de esta cepa y alguna de sus propiedades como indice de 
contaminaci6n ambiental con metales y xenobi6ticos, analizando el efecto de un metal 
pesado (cobre) y un hidrocarburo aromhtico polihalogenado (hexaclorobenceno) sobre 
la actividad de la enzima UroD. Se observd que, en las condiciones ensayadas, C. 
kessleri tolera concentraciones de cobre m b  elevadas que las informadas para otras 
especies del gCnero (no se registr6 inhibici6n de la tasa de crecimiento) y que este 
metal afecta principalmente el contenido de clorofila y la actividad de la enzima UroD. 
Mientras que el hexaclorobenceno afecta principalmente el crecimiento de la especie y 
su actividad UroD a tiempos cortos de exposicibn, existiendo una recuperacibn a 
tiempos mas largos. Los resultados obtenidos muestran que la determinacibn de la 
actividad UroD puede constituir un biomarcador de la contaminacibn reciente con 
hidrocarburos aromaticos polihalogenados y de la toxicidad de niveles de cobre que no 
alcanzan a producir efectos ponderables sobre el crecimiento algal. 
La potencialidad de esta cepa como fuente de compuestos biolbgicamente activos, 
evaluando la actividad antimicrobiana de extractos extracelulares de cultivos axknicos 
de C. kessleri frente a 1 1  cepas de microorganismos patbgenos. Estos extractos 
mostraron actividad inhibitoria frente a todas las cepas ensayadas, tres de las cuales 
corresponden a bacteria altamente patbgenas y resistentes a las drogas antibacilares de 
uso clinic0 actual. Los resultados obtenidos muestran la potencialidad de 10s cultivos 
de C. kessleri para la extraccibn, aislamiento e identificacidn de metabolitos 
farrnacoldgicamente activos que puedan ser producidos y utilizados en la industria 
farrnackutica. 
SUMMARY 
This disertation deals with the study of different biological aspects of a Chlorella kessleri 
strain isolated from Laguna Verde (Complejo Terrnal Copahue, NeuquCn, Argentina). It was 
carried out the morphological, ultrastructural, biochemical and physiological characterization 
and the correct taxonomical determination of this autochton strain. This species is a new 
record for Argentina, the second record in the world and a new specific recording of the 
genera for volcanic environments. In addition enzymatic studies related with the regulatory 
steps of the chlorophyll biosynthetic pathway were made. For the first time in C. kessleri the 
activity of two enzymes related with the first regulatory step of this pathway were studied. 
Evidences of the activity of the enzymes 6-aminolevulinic synthase and y,&dioxovalerate 
transaminase were detected. 
For the first time in a green algae (Chlorophyta) and for second time in an algae, it was 
studied and characterized the enzyme uroporphyrinogen decarboxylase (UroD). The studies in 
the activity of the UroD in different conditions (growing culture phase, pH, temperature, 
incubation time, storage time, protein concentration and substrate concentration), allow to 
characterize the enzyme. In addition partially purified enzyme was obtained and it was 
established that UroD is an heterodimer of ca. 116 f 7 kDa formed by two monomers of ca. 
72 f 7 kDa and 66 f 5 kDa. 
At the same time two important aspects related with the applied biology of the microalgae 
were studied: 
1) The potential application of this strain as an index of heavy metal and xenobiotic 
environmental contamination. 
2) The potential usage of this strain as an source of products with biological activity. 
Analyzing the effect of the copper and hexachlorobenzene on the C. kessleri strain it was 
observed that this species has a higher rank of tolerance for this heavy metal than other 
species of the same genera. This metal affect the chlorophyll content and the activity of the 
UroD. 
On the other hand, the hexachlorobenzene affect the growing of the species and the UroD 
activity in short exposure times. The results show that the activity of the UroD it would be an 
excellent tool to establish the levels of contamination due to HCB or copper contamination. In 
the other aspect C. kessleri extracellular extracts were tested against 1 1  pathogenic strains, 
testing its inhibitory properties, the results were positive in all cases. The results show C. 
kessleri cultures potential as a source of pharmacological substance. 
ABREVIATURAS UTILIZADAS EN EL TEXT0 
ALA: iicido 6 arninolevulinico 
ALAS: ALA-sintetasa 
ATS: medio triptona de soja agarizado 
BB: azul de bromofenol 
BBM: Bold's Basal Medium 
BBM-N: medio BBM sin nitrato de sodio 
BBMPL: medio BBM con estracto de levadura y peptona hidrolizada 
BG: verde de bromocresol 
BIO: biocromatogramas 
ca.: circa 
CGL: cromatografia gas-liquido 
CGL-EM: CGL acoplada a espectrometria de masa 
CIS0: concentracibn que inhibe el crecimiento en un 50% 
COOH: residuo carboxilo 
Copro: coproporfirina 
Coprogen: coproporfirinbgeno 
c. s. p.: cantidad suficiente para 
DAB: diaminobenzidina 
DOVA: y,6- dioxovalerato 
DOVAT: DOVA-transaminasa 
EA: extracto en acetato de etilo 
EC: extracto etCreo obtenido a partir del sobrenadante del cultivo en fase estacionaria, 
previarnente concentrado a 50°C. 
ED: extracto etCro obtenido a partir del sobrenadante del cultivo en fase estacionaria, sin 
concentracibn previa del mismo. 
EDTA: acido etilendiaminotetraacCtico 
EE: extracto etCreo 
ER: eluido con Cter etilico, del sobrenadante del cultivo en fase estacionaria, sembrado en 
resina de adsorci6n (amberlite XAD2) 
GSA: glutamato- 1 -semialdehido 
GSH: glutation reducido 
HAPS: hidrocarburos aromaticos polihalogenados 
HCB: hexaclorobenceno 
HCB+: cultivos tratados con HCB 
Heptagen: heptacarboxiporfirin6geno 
Hexagen: hexacarboxiporfirinbgeno 
HPLC: cromatografia liquida de alta presi6n 
HR: fracci6n resistente a hidrblisis con TFA 2N 
HS: fracci6n soluble en TFA 2N 
I: iodo 
MDA: malondialdehido 
MeOH: metanol 
MeOH+: cultivos tratados con metanol 
P-3,5: membrana con corte en 3.500 de peso molecular 
P-10: membrana con corte en 10.000 de peso molecular 
PBG: porfobilin6geno 
Pentagen: pentacarboxiporfirin6geno5 
PND: product0 no dializable (en la extracci6n de componentes de la pared celular) 
Proto: protoporfirina 
Protogen: protoporfirin6geno 
RB: rodamina B 
Rf: distancia recorrida por una muestraJdistancia recorrida por el solvente (o por frente 
coloreado) 
SAG: Colecci6n de cultivos de la Universidad de GBttingen, Alemania 
SDS-PAGE: electroforesis en gel de poliacrilamida, con dodecil sulfato de sodio 
SSA: saturaci6n con sulfato de amonio 
Tasa de crecimiento: p= (In Nf - In Ni)/dia, siendo Ni y Nf el n h e r o  de cClulaslm1 inicial y 
final, respectivamente. 
TRA: ticido tiobarbit~rico 
TFA: Acido trifluoracktico 
TLC: cromatografia en placa delgada 
Tris: trihidroxietilamino metano 
TTBS: buffer TRIS-HCl conteniendo Tween y sodio 
UBBM: medio BBM con urea 
Uro: uroporfirina 
Urogen: uroporfirin6geno 
USEPA: United States Environmental Protection Agency 
UTEX: Universidad de Texas 
18s rARN: ARN ribosomal de la subunidad 18s 
Durante un relevamiento de distintos cuerpos de agua termales de la provincia del NeuquCn, 
se destacaba el color verde intenso que presentaban las aguas de la Laguna Verde (Complejo 
Termal Copahue). El anhlisis preliminar de las muestras, indicd que esa coloracidn se debia a 
la presencia de una alta concentracidn de una microalga verde perteneciente a1 gCnero 
Chlorella Beijerinck (1890) que no correspondia a ninguna de las especies citadas hasta ese 
momento para la Argentina. La alta dominancia de este organism0 en un cuerpo de agua 
mesotermal con caracteristicas muy particulares, impulsd el inicio de investigaciones sobre 
las caracteristicas biol6gicas de esta especie. 
El gCnero Chlorella ha sido muy utilizado para estudiar diversos aspectos de la biologia de 10s 
organismos fotosintCticos y es una de las microalgas miis frecuentemente usadas, tanto en 
investigaciones bhsicas como en biotecnologia. A lo largo de casi 100 aiios, se han aislado y 
cultivado representantes de este gCnero a partir de muestras de distintos ambientes y 
actualmente hay una gran diversidad de cepas en las colecciones de cultivo miis importantes 
del mundo. Sin embargo, dada la simplicidad de su hiibito, 10s ficblogos han encontrado en 
este gCnero una gran dificultad para aplicar 10s criterios morfol6gicos de clasificaci611, por lo 
cual, la quimiotaxonomia ha contribuido a la delimitacidn de sus especies. 
A pesar de que las porfirinas y sus derivados desempefian una importante hncidn en la 
bioquimica de 10s seres vivos, no han sido profundamente estudiadas en Chlorella. Estas, 
forrnan parte de la estructura de pigmentos tales como la clorofila y el hem0 y tambiCn e s t b  
presentes en una gran variedad de otras biomolCculas de vital importancia (citocromos, 
vitarnina B lz y grupos prost6ticos de hemoproteinas). 
Los principales pasos regulatorios del camino biosintCtico del hem0 y de las clorofilas, se 
encuentran en el comienzo del camino, que es la sintesis del hcido &aminolevulinico (ALA), 
y en el punto previo a su ramificacibn, que es catalizado por la enzima uroporfirindgeno 
decarboxilasa (UroD). La regulaci6n de la sintesis de clorofila esth involucrada en el balance 
entre la produccidn y utilizaci6n de productos fotosint6ticos, del cual depende la sintesis de 
metabolitos y el crecimiento de las algas. Los estudios sobre las enzimas involucradas en la 
biosintesis de este compuesto pueden contribuir a un mejor entendimiento del metabolismo 
algal y a1 manejo de la optimizaci6n de 10s cultivos de microalgas. 
Por otra parte, actualmente se ha acrecentado el interds de 10s investigadores por la biologia 
aplicada de las microalgas en cultivo, f o c a l i ~ d o l o  en la aplicacidn de las microalgas como 
bioindicadores de contaminaci6n de aguas y en su potencial como fuente de compuestos de 
interds nutricional y farmacol6gico. En relaci6n con el primer aspecto, hoy en dia existe un 
aumento alarmante de contaminaci6n en todos 10s niveles y especificamente, en el ambiente 
acuitico. Ello ha llevado a aumentar el interds por el estudio del efecto de diversos 
contaminantes sobre las microalgas. En relaci6n con el segundo aspecto, el organism0 en 
estudio fue aislado de un ambiente cuyas aguas son utilizadas con fines terapduticos, como el 
tratarniento de afecciones dermatol6gicas del tipo de la psoriasis, candidiasis, etc. Por lo que 
cabe plantearse que podria estar relacionado con 10s efectos curativos de las aguas, a travks de 
la producci6n de sustancia biol6gicamente activas. 
Sobre la base de lo expuesto hasta aqui, se consider6 relevante estudiar distintos aspectos de 
la biologia de una cepa aut6ctona del gknero Chlorella que no habia sido caracterizada hasta 
el presente. Los estudios realizados en este trabajo de tesis se presentan a lo largo de tres 
capitulos y sus objetivos fueron: 
Estudiar 10s caracteres morfol6gicos, ultraestructurales, bioquimicos y fisiol6gicos de 
la cepa, que permitieran su caracterizaci6n y su correcta determinacibn taxon6mica. 
Estudiar la actividad de dos enzimas involucradas en el primer paso regulatorio del 
camino biosintktico de las clorofilas (ALA sintetasa y dioxovalerato transaminasa) y 
estudiar y caracterizar la enzima del segundo paso regulatorio clave (UroD). 
Estudiar dos aspectos importantes de la biologia aplicada de las microalgas: 
1) La potencial aplicaci6n de esta cepa como indicadora de contaminaci6n arnbiental con 
metales y xenobi6ticos, analizando el efecto de 10s mismos sobre la actividad de la 
UroD, enzima clave del camino biosintdtico de la clorofila. 
2) La potencialidad de esta cepa como fuente de compuestos biol6gicamente activos, 
evaluando la actividad antimicrobiana de extractos extracelulares frente a diversos 
microorganismos pat6genos. 
CHLORELLA KESSLERI FOTT et NOVAKOVA 
Y EL GENERO CHLORELLA BEIJERINCK 
Chlorella Beijerinck fue una de las primeras microalgas aisladas en cultivos puros y 10s 
miembros de este gCnero se encuentran entre las algas verdes unicelulares m b  estudiadas. 
Desde que Warburg (1919) introdujo 10s cultivos masivos de Chlorella en el estudio de la 
fotosintesis, esta microalga ha servido como modelo para las investigaciones sobre la 
fisiologia y bioquimica de 10s organismos fotosintdticos (Huss et al. 1999). 
En 10s liltimos aiios, el uso de cultivos de Chlorella se ha extendido a1 campo de la biologia 
aplicada y 10s esfuerzos se dirigieron, principalmente, a su utilizaci6n como fuente de 
alimento, como biofertilizante, para el tratamiento de efluentes cloacales y residuos 
industriales y para la obtenci6n de nuevos f h a c o s  (Borowitzka 1995; Apt y Behrens 1999). 
En este sentido, se han desarrollado suplementos nutricionales a partir de biomasa seca o 
extractos celulares (Lee 1997; Yamaguchi 1997) y ademh, es uno de 10s gdneros cultivados 
para acuicultura (Apt y Behrens 1999). TambiCn se ha demostrado que extractos celulares y 
extracelulares de Chlorella poseen actividad antibacteriana y antihgica (Accorinti 198 1 ; 
Borowitzka y Borowitzka 1988; Romero Ldpez y PCrez Hernindez 1999). Sin embargo, en la 
industria farmacdutica, a diferencia de lo que ocurre con el desarrollo de productos 
nutricionales, alin no se ha llegado a la producci6n y comercializaci6n de compuestos 
bioactivos provenientes de Chlorella, ni de las microalgas en general (Apt y Behrens 1999). 
A pesar de la gran diversidad de investigaciones y aplicaciones relacionadas con Chlorella, la 
taxonomia de este gCnero ha sido cadtica por mucho tiempo. La falta de diferencias evidentes 
entre 10s caracteres morfol6gicos, combinada con una reproducci6n exclusivamente asexual, 
ha causado considerables problemas en la eleccidn de 10s caracteres de valor taxon6mico y, 
por consiguiente, en la identificacidn de sus especies (Cozzolino et al. 1999). Gran cantidad 
de trabajos experimentales que se realizan y se siguen realizando en el gCnero Chlorella, 
utilizan cepas de diferentes origenes que se encuentran depositadas en distintas colecciones 
de cultivo, como la Colecci6n de Cultivos de Algas y Protozoos de Cambridge, Reino Unido 
(CCAP), la Colecci6n de Cultivos de la Universidad de Texas Austin, USA (UTEX), la 
Colecci6n de Cultivos de Bethesda Maryland, USA (Bethesda) y la Coleccidn de Cultivos de 
la Universidad de Gottingen, Alemania (SAG). Frecuentemente, esas cepas e s t h  identificadas 
con diferentes nombres en cada coleccidn ( a h  cuando hayan sido transferidas de una 
colecci6n a otra) y esa nomenclatura irregular causa grandes inconvenientes en la 
comparaci6n de 10s resultados de 10s trabajos llevados a cab0 por distintos laboratorios. 
Como se seiIal6 antes, la falta de caracteres morfol6gicos conspicuos dificulta el trabajo 
taxondmico clhsico y, por lo tanto, muy pocos estudios se han basado hicarnente en su 
morfologia (Fott y Nov&ovh 1969; Kalina y PunCoEharovi 1987). Debido a esto, se aplicaron 
nurnerosos mCtodos para aclarar la taxonomia de Chlorella. Muchos de ellos consideraron 10s 
requerimientos nutricionales de las cepas, cultivindolas bajo condiciones autotrbficas o 
heterotrbficas (Slxift y Sproul 1963; Shihira y Krauss 1965) y otros se basaron en la 
aplicaci6n de estrategias de clasificaci6n nurnCrica, intentando llegar a conclusiones 
taxon6micas (Cullimore 1969; DaSilva y Gyllenberg 1972). 
En su monografia del gCnero Chlorella, Fott y Novdcovh (1969) combinaron caracteres 
morfol6gicos y estructurales (como tamafio y forma de las cClulas, ndmero de autosporas, 
forma del cloroplasto, presencia o ausencia de pirenoide) con algunas caracteristicas 
fisiol6gicas, llegando a describir nueve especies y seis variedades. Los esfuerzos de estos 
autores para combinar este tip0 de caracteres pueden considerarse como 10s primeros pasos 
hacia una clasificaci6n natural del gCnero Chlorella. Sin embargo, el sistema mis reconocido 
y prictico para la delimitaci6n de especies en este gCnero result6 ser un esquema de 
clasificaci6n quimiotaxon6mica que combina caracteres bioquimicos y fisiol6gicos, propuesto 
por Kessler y Soeder (1 962) y Kessler (1 984 y 1992). 
La quimiotaxonomia establece que una sustancia biol6gica es una expresi6n de caracteristicas 
gendticas de la especie. Sobre esta base, muchas sustancias como lipidos, proteinas, hcidos 
nuclCicos, polisaciiridos y metabolitos secundarios han sido analizadas y consideradas como 
marcadores quimiotaxon6micos (Takeda 1993). Si bien la quimiotaxonomia tiene su mis 
larga tradici6n en la bacteriologia, tambiCn ha desempeiiado un rol importante dentro de la 
ficologia, principalmente en la separaci6n de grandes categorias taxon6micas. Ademb, ha 
contribuido con la sistemhtica de algas verdes en dos aspectos: a) proveyendo caracteres 
valiosos para la delimitacidn de especies de microalgas morfolbgicamente ma1 definidas y b) 
dando evidencias bhicas de las relaciones filogeneticas entre distintos taxa (Kessler 1984). 
La observaci6n en laboratorio de que dos propiedades bioquimicas como la actividad 
hidrogenasa y la producci6n de carotenoides secundarios bajo condiciones de deficiencia de 
nitrdgeno, se encontraban en algunas per0 no en todas las cepas de Chlorella, llevaron a1 
desarrollo de un nuevo enfoque en la taxonomia de este gCnero (Kessler 1984). 
Con el transcurso de 10s aiios, la aplicacidn de 10 caracteres bioquimicos y fisiol6gicos 
fhcilmente determinables, permiti6 la caracterizacidn y delimitaci6n de 14 especies de 
Chlorella (Kessler 1976 y 1982). Estos caracteres son: 
Presencia de actividad hidrogenasa 
Producci6n de carotenoides secundarios 
Liquefacci6n de gelatina 
Hidrdlisis de almid6n 
Fermentaci6n de glucosa a lactato 
Uso de nitrato como hente de nitr6geno 
Requerimiento de tiamina 
Tolerancia a la acidez (pH limite) 
Tolerancia a la sal (%NaCl limite) 
Limites de temperatura para su desarrollo. 
La caracterizaci6n bioquimica de las especies tarnbiCn esti apoyada por la determinaci6n de 
caracteres morfol6gicos especie-especificos que ya habian sido delimitados por Fott y 
Nov&ovh (1969). El estudio de 10s diez caracteres quimiotaxon6micos mencionados, 
permiti6 establecer que: 
La enzima hidrogenasa, la cual es activa s610 en condiciones estrictarnente anaerobias 
(Kessler 1974), puede ser un relicto de fases de vida tempranas anaerobias y es de 
especial significancia taxon6mica (Homer et al. 2002). Se encontr6 que ciertas cepas 
de Chlorella la contienen, mientras que otras, por no contenerla, son incapaces de 
metabolizar hidrdgeno molecular (Kessler 1984). Debido a ello, la presencia o 
ausencia de esta enzima puede usarse como un carhcter bioquimico para la 
determinaci6n de las especies de este gknero. 
Cierto niunero de algas, particularmente las formas cocoides de las Chlorophyta, 
depositan carotenoides fuera del cloroplasto bajo condiciones de deficiencia de 
nutrientes, principalmente de nitrbgeno, y la coloracibn parda o naranja que toman sus 
cClulas, es de valor taxon6mico (Kessler 1976; Hanagata y Dubinsky 1999). 
La capacidad de hidrolizar gelatina es especie-especifica en el gCnero Chlorella 
(Soeder 1963; Kessler 1976). 
Algunos microorganismos secretan a y j3 amilasas, enzimas extracelulares capaces de 
convertir el almid6n en molCculas difusibles. De acuerdo con 10s ensayos realizados 
por un gran n~mero de investigadores, la presencia de amilasas tambidn resulta ser un 
carhcter iitil en la clasificacibn especifica de este gCnero (Kessler 1978 y 1984). 
Algunas especies de Chlorella fermentan glucosa a lactato bajo condiciones 
anaerobias (Vinayakumar y Kessler 1975). 
S610 una especie, C. protothecoides, es incapaz de usar nitrato como fuente de 
nitrbgeno y requiere tiamina para su crecimiento (Kessler y Zweier 197 1). 
La tolerancia a la acidez es especie-especifica y 10s limites de crecimiento van desde 
pH 2 en C. saccharophila a pH 6 en C. homosphaera. 
La tolerancia a la sal es especie-especifica y 10s limites de crecimiento van desde 
menos del 1 % de NaCl en C. homosphaera hasta 5% de NaCl en C. luteoviridis. 
Mientras la mayoria de las cepas tienen su limite de crecimiento a 30-32" C, la 
especie C. sorokiniana es termofilica y es capaz de crecer a temperaturas por encima 
de 38-42" C. 
Todos estos datos se utilizaron para confeccionar una clave quimiotaxon6mica del gtnero 
(Tabla 1) (Kessler 1978) y posteriormente se llevaron a cabo una serie de trabajos que 
examinaron la correcta identificacibn de las cepas de Chlorella de la Coleccibn de la SAG 
(Kessler 1984) y de la UTEX, ampliando la caracterizacibn de 14 a 19 taxa (Tabla 2) 
(Kessler y Huss 1992; Huss et al. 1999). 
Tabla 1. Clave para la identificacibn de 14 especies de Chlorella, basada en caracteres bioquimicos y 
1. a) Presenta actividad hidrogenasa en anaerobiosis 
2. a) Sintetiza carotenoides secundarios bajo deficiencia de nitrdgeno 
3. a) Licua gelatina 
4. a) Hidroliza almiddn: C. fusca var. vacuolata 
4. b) No hidroliza almid6n: C. fusca var. fusca 
3. b) No licua gelatina 
4. a) Limites de crecimiento a pH 4,5 y a 3% NaC1: C. fusca var. rubescens 
4. b) Limites de crecimiento a pH 6 y a c 1% NaCl: C. homosphaera 
2. b) No sintetiza carotenoides secundarios bajo deficiencia de nitrdgeno 
3. a) Limite de crecimiento a pH 3: C. kessleri 
3. b) Limite de crecimiento a pH 4 - 43,  termofilica (crecimiento a 38" C): C. 
sorokiniana 
1. b) No presenta actividad hidrogenasa en anaerobiosis 
2. a) Sintetiza carotenoides secundarios bajo deficiencia de nitr6geno: C. zojingiensis 
2. b) No sintetiza carotenoides secundarios bajo deficiencia de nitrdgeno 
3. a) No reduce nitrato, requiere tiamina: C. protothecoides 
3. b) Reduce nitrato, no requiere tiamina 
4. a) Limites de crecimiento a pH 2 - 2,5 y a 3 - 4% NaCl: C. saccharophila 
4. b) Limites de crecimiento a pH 3 y a 5% NaCl: C. luteoviridis 
4. c) Limite de crecimiento a pH 4 - 4,5 
5. a) No hidroliza almidbn, limite de crecimiento a 3 - 4% NaC1: C. vulgaris 
5. b) Hidroliza almiddn, limite de crecimiento a 0 - 1 % NaCl: C. sp (cepas 
SAG 21 1-1 1r; 21 1-30)' 
4. d) Limites de crecimiento a pH 5,5 y a 1% NaC1: C. minutissima 
* Estas dos cepas pertenecen a diferentes especies que sblo pueden distinguirse por la capacidad de 
fermentar glucosa a lactato. Basado en Kessler (1978). 
Tabla 2. Caracteres bioquirnicos y fisiol6gicos de 19 taxa de Chlorella. 
Especie cepas Hidrog. Sec. Car. NO,- Tiarnina Biz Manitol PH % NaCl OC 
C. vulgaris 
C. lobophora 
C. sorokiniana 
C. spp. (paramecii) 
C. spp. 211-18 
C. kessleri 
C. minutissima 
C. protothecoides 
C. ellipsoidea 
C. mirabilis 
C. luteoviridis 
C. saccharophila 
C. saccharophila 2 1 1 -9b 
C. homosphaera 
C. zofngiensis 
C. zofzngiensis C-1.2.1 (=SAG 4.80) 
C. fusca var.fusca 
C. fusca var. rubescens 
C. fusca var. vacuolata 
Hidr.: actividad hidrogenasa; Sec. car.: producci6n de carotenoides secundarios; NO3 - : reducci6n de nitrato; Tiarnina: requerirniento de tiamina; BIZ : 
requerimiento de vitamina BIZ; Manitol: crecimiento sobre rnanitol; pH: lirnite de pH tolerado para el crecimiento; %NaCl: % limite tolerado para el 
crecirniento; "C: temperatura limite tolerada para el crecimiento (en " C); % GC: % molar de G+C del ADN. Basado en Huss et al. (1999). 
Una vez establecidas las propiedades bioquimicas y fisiol6gicas bhicas que hicieron posible el 
desarrollo de una clave quimiotaxon6mica (Tabla I), se summon una serie de investigaciones que 
agregaron m& caracteres a ser tenidos en cuenta, como la composici6n de bases del ADN 
(Hellmann y Kessler 1974), reacciones serol6gicas cruzadas (Maruyama 1977; Kummel y Kessler 
1980), tolerancia a 10s metales pesados (Kessler 1985% 1986 y 1987), crecimiento sobre manitol 
(Kessler 1987), ultraestructura y composici6n de la pared celular (Atkinson et al. 1972; Takeda 
1988a y b, 199 1 y 1996) y ultraestructura del pirenoide (Ikeda y Takeda 1995). 
El primer reporte sobre la composici6n quimica de la pared celular de Chlorella fbe realizado por 
Northcote et al. (1958) en C. pyrenoidosa y luego siguieron una serie de estudios realizados por 
distintos autores en otras especies (Becker y Shefher 1964; Takeda y Hirokawa 1978 y 1979; Loos y 
Meindl 1982; Takeda y Hirokawa 1984). La naturaleza quimica de la pared celular es bastante 
diferente entre las cepas y parece ser especie-especifica, por lo que fbe considerada una herrarnienta 
titi1 para su clasificaci6n. 
Takeda (1991) clasifico 4 1 cepas del gdnero Chlorella de la SAG, bashdose en las propiedades de 
su pared celular. Estableci6 que las cepas de Chlorella se separan en dos grandes grupos, de acuerdo 
a 10s azlicares de su pared rigida (fracci6n resistente a hidrblisis con icido trifluoract5tico 2N) 
(Takeda 1988a y b). Un grupo, tiene una pared rigida de N - acetilglucosamina y el otro, una pared 
rigida de glucosa-manosa. Las cepas con pared rigida de glucosa-manosa resultaron: C. 
saccarophila, C. luteoviridis, C. fusca var. vacuolata, C. minutissima, C. zofingiensis, C. 
protothecoides, C. ellipsoidea y C. mirabilis, y las cepas con pared rigida de N - acetilglucosamina: 
C. vulgaris, C. kessleri y C. sorokiniana. En las paredes celulares de este ultimo grupo, la 
responsable de su estructura rigida es la quitina. Este compuesto es un polimero de cadena lineal, 
conformado por residuos de N - acetilglucosamina unidos por enlaces 1- 4 , que son liberados 
mediante hidrblisis icida fberte y pueden detectarse como h i c o  componente de la fracci6n rigida de 
la pared celular. Este polisachrido fibrilar es mucho m h  insolubles en agua y solventes orginicos y 
mucho m h  resistente que la celulosa. 
Otros marcadores taxon6micos son la tinci6n con rojo de rutenio y la anisotropia de la pared 
celular. Cuando se tratan ct5lulas vivas de Chlorella con rojo de rutenio, la pared celular de algunas 
especies se tifie de rojo intenso, mientras que la de otras no. Esta tinci6n especifica fbe reportada por 
primera vez por Kessler y Soeder (1962) y por Soeder (1963), quienes establecieron que el rojo de 
rutenio teiiia las paredes de C. vulgaris y C. ellipsoidea. Los resultados de 10s trabajos de Takeda 
e s t h  de acuerdo con 10s de esos autores y se estableci6 que 10s anicares de la pared rigida, la 
tinci6n con rojo de rutenio y la anisotropia son caracteres vhlidos para clasificar cepas de Chlorella. 
Es mi, que Takeda (1991) elabor6 un indice taxon6mico de tres pasos compuesto por esos tres 
marcadores (Figura 1); de esta manera clasific6 muchas cepas de Chlorella de la SAG y de otras 
colecciones de cultivos y las reasign6 a las especies correspondientes (Takeda 199 1 y 1993). 
Glucosa-manosa (I) Rojo de rutenio + (1 .I) T Anisotropla + (1 . I .  1) - NT Anisotropfa - (1.1.2)- C. saccharophila var. ellipsoidea 
L Rojo de rutenio - (1.2) T Anisitroph + (1.2.1) -€ C. saccharophila var. saccharophila C. luteoviridis C. fusca var. vacuolata C. minutissima 
Anisotropla - (1.2.2 C. zofingiensis 
C. protothecoides 
Glucosamina (2) T Rojo de rutenio + (2.1) Anisotropla + (2.1.1) - NT 7 Anirotropla - (2.1.2) - C. vulgaris 
- Rojo de rutenio - (2.2) Anisotropia + (2.2.1) - C. sorokiniana 7 Anisotropia - (2.2.2)- C. kessleri 
Figura 1. fndice de tres pasos de ias especies de Chlorella de la SAG. Este indice consiste de tres caracteres: 
pared rigida de glucosa-manosa (1) o glucosamina (2), tinci6n con rojo de rutenio positiva (I) o negativa (2), 
anisotropia positiva (1) o negativa (2). NT: no encontradas en 10s estudios realizados por Takeda. Basado en 
Takeda (1991). 
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Tabla 3. Clasificaci6n de las especies de Chlorella de la Colecci6n de Algas de Gottingen (SAG) 
a sobre la base de la composici6n de la pared celular. 
Ademis, este mismo autor, estableci6 que la comparacidn de la composici6n de &cares de la 
matriz de hemicelulosa (o matriz amorfa no fibrilar) de la pared celular tambiCn es util para la 
clasificaci6n de especies de este gCnero. La matriz de hemicelulosa de las cepas 
pertenecientes al grupo con pared rigida de glucosa - manosa esti constituida principalmente 
por manosa, mientras que la de las cepas pertenecientes a1 grupo con pared rigida de N - 
acetilglucosamina, esti constituida por rarnnosa y galactosa. Ademb, se encontr6 fucosa en 
C. fusca y C, kessleri, por lo que esta 6ltima caracteristica (presencia de fucosa) parece ser util 
para la identificaci6n de C. kessleri (Tabla 3). 
M c a r e s  de la pared rigida 
< 20 % manosa 
Azucares de la matriz amorfa indice 
Principalmente galactosa con I (1 2 1 I 
Principalmente ramnosa 
Poca ramnosa 
C. luteoviridis 
manosa y xilosa I I 
( 1  1 2 
(12.1) 
C. saccharophila var. ellipsoidea 
C. saccharophila var. saccharophila 
Principalmente manosa con 
fucosa 
Principalmente manosa con 
galactosa 
Principalmente manosa con 
ramnosa 
Manosa y galactosa 
Glucosamina 
(1  -2.1) 
a I 
a 
I Sin fucosa I (2.2.1) I C. sorokiniana 
C. fusca var. vacuolata 
(1 -2.1) 
(1.2.2) 
(1.2.2) 
C. minutissima 
C. zofingiensis 
C. protothecoides 
Sin fucosa 
a I I I 
Basada en Takeda (1 99 1). 
Con fucosa 
(2.1.2) C. vulgaris 
(2.2.2) C. kessleri 
Tradicionalmente, el gCnero Chlorella ha sido incluido dentro del orden Chlorococcales y la 
clase Chlorophyceae (Fott y Novtikovh 1969; Kom&-ek y Fott 1983). Sin embargo, por largo 
tiempo se ha pensado que este orden no representaba una agrupacibn natural de organismos 
(Wilcox et al. 1992). 
En la dCcada del 90, a1 introducirse tCcnicas moleculares en la investigacibn de la evolucibn 
de las algas verdes, comenz6 un emocionante period0 para la ficologia. Con el advenimiento 
de 10s modernos mttodos moleculares, la adquisicidn de datos a partir de secuencias de ADN 
se convirti6 en una tCcnica casi rutinaria. El trabajo de Huss y Sogin (1990), basado en la 
secuenciacidn del gen que codifica para el ARN ribosomal de la subunidad menor (18s 
rARN), aport6 evidencias de que las Chlorococcales no constituyen un grupo natural, al 
mostrar que el gCnero Chlorella representaria un grupo polifilCtico en el cual las tres 
variedades de C. fusca corresponderian, en realidad, a diferentes especies del gtnero 
Scenedesmus (Cozzolino et al. 1999; Huss et al. 1999) (Figura 2). Wilcox et al. (1992) 
tambitn establecieron que 10s taxa de Chlorococcales autospbricas, para 10s cuales se 
encontraban disponibles 10s datos de secuencias del gen que codifica para el 18s rARN, no 
formaban un grupo monofilCtico. Por otra parte, Friedl (1995), observando la posici6n de las 
algas cocoides autosp6ricas en 10s &-boles filogen6ticos inferidos a partir del mismo tipo de 
datos, tambiCn detect6 el origen polifilttico del orden Chlorococcales que, en 10s esquemas de 
clasificaci6n tradicional, era asignado a la clase Chlorophyceae (Komhrek y Fott 1983). 
Friedl (1997), en su revisi6n del origen de las algas verdes, estableci6 que las Chlorophyta 
e s th  subdivididas en a1 menos cuatro clases: Trebouxiophyceae, Chlorophyceae, 
Ulvophyceae y Prasinophyceae, y que las algas verdes cocoides, ubicadas tradicionalmente en 
el orden Chlorococcales, clase Chlorophyceae, en realidad se distribuyen entre varios linajes 
( a h  sin un status taxon6mico acordado) dentro de las clases Chlorophyceae y 
Trebouxiophyceae. 
loeotilopsis planctonica 
Ulolhrix zonata 
- 
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Figura 2. Arb01 filogen6tico inferido a partir de las secuencias que codifican para el 18s rARN, 
mostrando la polifilia del gCnero Chlorella sensu lato dentro de las clases Trebouxiophyceae y 
Chlorophyceae. Las especies recuadradas, corresponden a 10s taxa tradicionalmente asignados al 
gCnero. Las cornillas indican las especies que arin deben transferirse a otros taxa. Ampliado a partir de 
Huss et al. (1 999). 
A1 igual que lo expresado para el orden Chlorococcales, el gCnero Chlorella, en si mismo, 
tambidn es un grupo polifilttico. Los trabajos quimiotaxondmicos (Kessler 1982 y 1984; 
Kessler y Huss 1992) mostraron que este gCnero es bioquimicamente muy heterogtneo. Las 
determinaciones de la composicih de bases del ADN (Hellmann y Kessler 1974; Kessler 
1984; Kessler y Huss 1992) tambiCn indicaron que no es un gdnero natural, ya que el 
contenido de Citosina + Guanina (CG) varia en un rango que cubre casi el espectro completo 
de %CG encontrado para todos 10s eucariotas (desde 43 hasta 78% molar; Huss et al. 1999). 
Asimismo, 10s estudios de hibridacib de ADN (Kerfm y Kessler 1978; Huss et al. 1989) ) 
revelaron la heterogeneidad del gdnero Chlorella, detectando que Cste comprende a1 menos 
tres grupos de especies. 
Ikeda y Takeda (1995), apoyando 10s andlisis de hibridacidn, secuenciacidn y quimica de la 
pared celular, indicaron que la ultraestructura del pirenoide es un caritcter especie-especifico y 
que el gCnero Chlorella no es monofilCtico sin0 polifilCtico. 
Por otro lado, para revelar relaciones entre todas las especies de Chlorella y para determinar 
su posicidn filogenttica dentro de las Chlorophyta, son especialmente iitiles 10s antilisis 
comparatives de secuencias de genes conservados como 10s genes nucleares y cloroplastidicos 
del 18s y 16s rARN (Burja et al. 2001; Ustinova et al. 2001). Desde la publicacidn del 
primer iubol, basado en la secuenciacidn de estos genes, que incluyd especies de Chlorella 
(Huss y Sogin 1990), han estado disponibles numerosas secuencias de diferentes taxa de 
Chlorophyta, permitiendo la observacidn de la heterogeneidad de esta alga en un context0 
filogendtico mucho mds amplio (Huss et al. 1999; Ueno et al. 2003). Sobre la base del 
andisis de secuencias que codifican para el rARN, como se menciond anteriormente, Friedl 
(1995) establecid por primera vez la nueva clase Trebouxiophyceae como un grupo hermano 
de la clase Chlorophyceae. Las especies de Chlorella se distribuyen entre ambas clases. La 
especie tipo, C. vulgaris, y 10s taxa m h  estrechamente relacionados: C. lobophora, C. 
sorokiniana y C. kessleri, pertenecen a Trebouxiophyceae (Friedl 1997; Yamamoto et al. 
2003) (Figura 2). De acuerdo con lo propuesto por Huss et al. (1999), este conjunto de 
especies conformaria el "verdadero" gCnero Chlorella (Chlorella sensu stricto). 
Sobre la basa de 10s antecedentes planteados, se establecid como tarea, en la primera etapa de 
este trabajo, estudiar 10s caracteres morfoldgicos, ultraestructurales y quimiotaxondmicos de 
la cepa de Chlorella aislada de la Laguna Verde (Copahue, NeuquCn), con el objetivo de 
lograr su correcta determinaci6n taxondmica. Dada la problemhtica planteada mhs arriba, la 
atribuci6n de una cepa de este gtnero a una especie determinada, es un proceso que requiere 
la evaluacidn de un conjunto de caracteres adicionales a 10s caracteres morfoldgicos 
tradicionales. Por ello, 10s estudios realizados y presentados en este capitulo, abarcaron tanto 
el anhlisis de las caracteristicas morfoldgicas y ultraestructurales de la especie, como el 
anhlisis de algunos de 10s caracteres bioquimicos y fisiol6gicos que poseen valor 
quimiotaxon6mico. 
La cepa estudiada, h e  hallada y aislada durante un relevamiento de distintos cuerpos de agua 
termales de la provincia del NeuquCn. Durante el mismo, se destacaba el color verde intenso 
que presentaban las aguas de la Laguna Verde (Complejo Termal Copahue). El anhlisis de 
dichas aguas y 10s estudios taxon6micos desarrollados, revelaron que el organism0 
responsable de esa coloraci6n correspondia a Chlorella kessleri Fott et Nov&ovh (1969) y su 
hallazgo constituy6 una cita nueva para la Argentina y el segundo registro de la especie, a 
nivel mundial, en un ambiente natural. 
I. 2. MATERIALES Y METODOS 
I. 2.1. Caracteristicas de la zona de muestreo 
Las Termas de Copahue se encuentran ubicadas a1 pie del volch hom6nim0, a 10s 37" de 
latitud sur y a 10s 71" de longitud oeste de la provincia del Neuqdn (Argentina), cerca del 
limite con Chile y a 2000 m sobre el nivel del mar (Figura 3). Es th  conformadas por distintas 
estaciones termales cuyas aguas se utilizan con fines terapduticos. La Laguna Verde se origina 
por la acumulaci6n de aguas superficiales sobre manifestaciones terrnales (fumarolas) que le 
otorgan su temperatura y mineralizaci6n. Sus aguas son sulfatadas cilcicas (icido sulfirico 
libre), sulfurosas, sulfhidricas, silicatadas, ligeramente ferruginosas y alurninicas (Anbn. 
1976). El pH de las mismas, varia entre 2,5 y 3 y su temperatura oscila entre 22 y 30°C, 
pudiendo alcanzar hasta 35°C. Todo ello registrado durante la campafia con un sensor de 
campo Hanna HI 1295. 
I. 2.2. Trabajo de muestreo 
Los muestreos se llevaron a cab0 en enero de 1991 en la Laguna Verde de la estaci6n termal 
Copahue (NeuquCn, Argentina). Las muestras se tomaron por triplicado en forma directa y por 
filtraci6n a travts de una red de fitoplancton de 16 pm de poro, se conservaron refrigeradas y 
se transportaron a 10s laboratorios de Ficologia, donde se procedi6 a1 aislarniento de distintas 
cepas. 
Figura 3. Ubicaci6n geogrifica de la zona de muestreo 
I .  2.3.  Medios tie cultivo 
A continuaci6n se detalla la composici6n de 10s medios de cultivo utilizados: 
BBM: Bold's Basal Medium, modificado por Bischoff y Bold (1963). Este medio fue utilizado en 
forma agarizada en 10s procedimientos de aislamiento, purificaci6n y mantenimiento de la cepa, y en 
forma liquida para 10s estudios bioquimicos y fisiol6gicos. 
Soluciones de macro y micronutrientes: 
I) NaNO3 ................................................ 25 g/l agua bidestilada 
2) KH2P04 ................................................ 17,s gA agua bidestilada 
3) K2HP04 ................................................ 7,s gA agua bidestilada 
4) MgS04 .7H20 ........................................ 2,s g/l agua bidestilada 
5) CaCI2 .2H20 ......................................... 2,5 g/l agua bidestilada 
6) NaCl ........................................ 2,5 g/l agua bidestilada 
I) Soluci6n de EDTA: 
EDTA 
KOH 
Agua bidestilada 
I) Solucion de Fe: 
FeS04 .7H20 4,98 g 
Agua bidestilada acidificada* c. s. p. 11 
*I ml de HzS04concentrado en 999 rnl de agua bidestilada 
111) Soluci6n de Boro: 
H3B03 
Agua bidestilada 
IV) Soluci6n de Micronutrientes: 
ZnS04 .7H20 
MnCI2. 4H20 
Moo3 
CUSO~ .5HzO 
Co(N03)~. 6H20 
agua bidestilada acidificada c. s. p. 
Medio de cultivo: 
Soluciones l a 6 
Soluciones l a IV 
Agua bidestilada c. s. p. 
10 ml 
1 rnl 
1 1  
Se verificb que el pH del medio fuera 5,5 (de no ser asi, se a.iust6 con soluci6n de KOH). 
BBM-N: Bold's Basal Medium sin NaN03. Este medio se utiliz6 en 10s estudios de liquefacci6n de 
gelatina. 
0,SBBM: Bold's Basal Medium con la mitad de la concentraci6n original de nitr6geno (preparado con 
5ml de soluci6n stock de NaN03 I 1 de medio de cultivo). Este medio se utiliz6 en forma liquida o 
solidificado con 1,5 % (plv) de agar-agar para 10s estudios de produccibn de carotenoides secundarios. 
0,OlBBM: Bold's Basal Medium con una concentraci6n de nitr6geno 100 veces menor que el original 
(preparado con 0, lml de soluci6n stock de NaN03 1 1 de medio de cultivo). Este medio se utiliz6 en 
forma liquida o solidificado con 1'5 % (plv) de agar-agar para 10s estudios de produccidn de 
carotenoides secundarios. 
BBM almid6n: Bold's Basal Medium agarizado enriquecido con 0'1 %O (plv) de almid6n de papa. 
Este medio se utiliz6 para 10s estudios de hidr6lisis de almid6n. 
BBM glucosa: medio BBM suplementado con glucosa 0,1% (plv). Este medio se utiliz6 para la 
determinaci6n de actividad hidrogenasa. 
UBBM: medio BBM con urea como linica hente de nitr6geno. Este medio se utiliz6 en forma liquida 
para las observaciones de la morfologia celular. 
Soluci6n stock de urea: urea 
agua bidestilada c. s. p. 
Medio de cultivo: 
Soluci6n stock de urea 
Medio BBM-N c. s. p. 
BBMPL: Medio Proteosa- Extracto de Levadura agarizado. Este medio se utiliz6 para la purification 
a axenicidad de la cepa. 
Bacto Proteosa Peptona 
Bacto Extracto de Levadura 
BBM c. s. p. 
Se solidific6 con agar 13% (plv) 
ATS: Medio Bacto Triptona-Soja agarizado. Este medio se utiliz6 para 10s controles de axenicidad. 
Bacto Triptona-Soja Agar 40 g 
Agua bidestilada c. s. p. 1 I 
Saboureaud agarizado: Este medio se utiliz6 para 10s controles de axenicidad. 
Peptona 10 g 
Glucosa 40 g 
Agua bidestilada c. s. p. 1 I 
Se solidific6 con 1,5-2% (plv) de agar-agar 
I .  2. 4. Aislamiento, purificacidn y cultivo 
Para el aislamiento y obtenci6n de cepas unialgales, se trabaj6 en condiciones de esterilidad 
en czimara de flujo laminar. Se hicieron estrias con alicuotas de las muestras vivas en cajas de 
Petri conteniendo medio BBM agarizado (Bischoff y Bold 1963). De las colonias obtenidas, 
se seleccionaron las de Chlorella y se las repic6 en t u b s  en pico de flauta conteniendo el 
mismo medio. Los cultivos unialgales heron purificados hasta un estado mknico seglin la 
metodologia de Archibald y Bold (1970) [Figura 4). Este procedimiento involucr6: 1) obtener 
una suspensibn densa de cdlulas en tubos de centffiga de 12 rnl estkriles; 2) adicionar una 
gota de Tween 80 y dejarlo actuar 20 minutos, sonicando peribdicamente en sonicador de 
bailo; 3) centrifugar 15 minutos a 3.000 rpm, descartar el sobrenadante y enjuagar 20 veces 
con agua destilada estkril (suspensi6n, sonicado, centrifugaci6n a 3.000 rpm y descarte del 
sobrenadante); 4) pulverizar la suspensi6n de cdlulas en cajas de Petri conteniendo medio 
BBMPL; 5) incubar las cajas de Petri sembradas a temperatura ambiente y bajo luz continua y 
observarlas periddicamente. A partir de 10s 5 dias pudieron apreciarse colonias algales 
limpias (verde translccido), colonias algales con bacteria (verde blancuzco u opaco) y 
colonias bacterianas. Las colonias visiblemente limpias se transfirieron a tubos con BBMPL. 
Luego de una semana a 10 dias, las colonias visiblemente axdnicas se transfirieron a tubos en 
pico de flauta conteniendo BBM. La cepa axdnica se mantiene como bbcultivos stock", por 
repiques sucesivos en ese medio, a temperatura ambiente y bajo luz continua, en la Colecci6n 
de Cultivos de 10s Laboratorios de Ficologia y Cultivo experimental de Microalgas del 
Departamento de Biodiversidad y Biologia Experimental, Facultad de Ciencias Exactas y 
Naturales, Universidad de Buenos Aires (cepa n h e r o :  BAFC CAI 0). La axenicidad de estos 
cultivos, es corroborada peri6dicamente por inoculaci6n en medio ATS y medio Saboureaud, 
verificando la ausencia de crecimiento bacteriano o fbgico entre las 24 h y 10s 10 dias. 
Cepa unlalgal 
Suspensidn en medio llq: estbril en tub0 de centrlfuga 
+ Twaen 80 
20' y sonlcar perl6dlcamente 
Centrifugaci6n 3.000 rpm x 15' 
Preci~itado 
I 
Sobrenadante 
Descartar 
+H,Od estbril 
Sonicar 
Centrlf. 3.000 rpm x 15' gu vea 
Precipitado Sobrenadante 
Sus nsidn en H,Od est6ril 
Fastillem con upilar) 
Pulverizado en BBMPL 
Luz continua 
20%. 7 dlas 
BBMPL BBMPL 
II) Controles de Axenicidad 
FCgnra 4. Purificaci6n a axenicidad de la cepa de Chlorella kessleri de la Laguna Verde (Copahue. 
Neuquh) 
I .  2.5. Consideracwnes generales 
Todo el material de vidrio y 10s medios de cultivo utilizados durante 10s estudios, heron 
esterilizados por autoclavado a 15 Ibs. durante 20 minutos. Los cultivos se mantuvieron a 23" 
C + lo C y luz continua emitida por tubos fluorescentes proveyendo una iluminacion de 80 
pmol fotones. M2. 6'. De aqui en miis, se considerarh a estas condiciones como 
"condiciones estbdares". Para 10s estudios bioquimicos y flsiol6gicos que se realizaron en 
medio liquido, previamente se preparo un indculo sembrando una masa de dlulas, 
proveniente de un cultivo stock axhico, en 100 ml de BBM y se dej6 crecer durante 2 
semanas en un agitador orbital (21 0 rpm) bajo condiciones esthdares. 
I. 2.6. Estudios nrorfoldgicos 
La morfologia de C. kessleri se analizb a partir de las muestras naturales y de cultivos 
axCnicos en medio BBM (liquid0 o agarizado) (Fott y Noviikovii 1969). TambiCn se 
analizaron cultivos en medio UBBM, ya que las ctlulas que crecen en dicho medio almacenan 
muy poco almiddn y ello facilita la apreciacibn de la morfologia del plasto (Archibald y Bold 
1970). Las observaciones y dibujos se realizaron utilizando un microscopio Wild M-20 con 
tub0 de dibujo. En todos 10s casos, se trabaj6 sobre material vivo, y adicionalmente se 
realizaron pruebas histoquimicas para detectar e identificar la presencia de componentes de 
diferente naturaleza en la pared celular y en el citoplasma, practicando tinciones con 10s 
siguientes colorantes: 
a) Lugol: preparado y aplicado de acuerdo con D'Ambrogio de Argiieso (1986). 
Especificidad: amilosa y amilopectina. 
b) Azul de toluidina: preparado y aplicado de acuerdo con Gahan (1984). Especificidad: 
colorante metacromiitico que tiiie de azul 10s componentes bbicos, de rojo o phpura 10s 
componentes iicidos como polisachidos sulfatados y carboxilados (pectinas y 
hemicelulosa de pared celular) y de verde o azul verdoso 10s componentes hidrofdbicos 
como lignina y fenoles. 
c) Azul de metileno: preparado y aplicado de acuerdo con Gahan (1984). Especificidad: 
idem azul de toluidina. 
d) Rojo de rutenio: preparado y aplicado de acuerdo con D'Ambrogio de Argiieso (1986) y 
Krishnamurthy (1 999). Especificidad: las pectinas no esterificadas de pared celular 
(polisachridos con grupos anibnicos) toman una coloracibn roja. 
e) Cloruro de zinc iodado: preparado y aplicado de acuerdo con Krishnamurthy (1999). 
Especificidad: a1 tratar previamente las ctlulas con 50 % KOH en caliente para convertir 
la quitina en quitosan, este 6ltimo se tifie de color violeta. 
TarnbiCn se realizaron observaciones en microscopio de epifluorescencia, con y sin el 
agregado de 10s siguientes fluorocromos: 
f) Naranja de acridina: preparado y aplicado de acuerdo con D'Ambrogio de Argiieso 
(1 986) y Oparka y Read (1 994). Especificidad: fluorocromo metacromhtico. Los 
polisaciridos hcidos dan fluorescencia naranja-roja, la calosa da fluorescencia verde- 
celeste y las sustancias hidrofbbicas como lignina y suberina dan fluorescencia verde. 
g) Berberina: preparada y aplicada de acuerdo con D'Ambrogio de Argiieso (1986) y Pearse 
(1986). Especificidad: las paredes celulares con componentes fenblicos, como las paredes 
lignificadas, dan fluorescencia amarilla. 
h) Quinacrina: aplicada y preparada de acuerdo con Domozych et al. (1993). Especificidad: 
marcador anibnico que evidencia la presencia de vacuolas por fluorescencia amarilla. 
i) Primulina: aplicada y preparada de acuerdo con Puel et al. (1987). Especificidad: 
esporopolenina y algaenanos. 
j) Calcofluor: preparado y aplicado de acuerdo con Maeda y Ishida (1967). Especificidad: 
polisaciridos fibrilares con enlaces de tipo P (1- 4) y P (I-+ 3) como celulosa y 
manananos fibrilares. 
Las cdlulas tratadas con 10s distintos colorantes fueron observadas en un microscopio Karl 
Zeiss Axioplan equipado con epifluorescencia y c h a r a  fotogrhfica (Depto. Biodiversidad y 
Biologia Experimental, FCE y N, UBA). La determinacibn taxonbmica, sobre la base de 10s 
caracteres morfolbgicos, se realizb siguiendo el criterio de Fott y Novzikov6 (1969) y 
Komirek y Fott (1 983). 
I .  2.7. Estudios ultraestructurales 
La ultraestructura celular de ChIoreIIa kessleri se analizb a partir de material de cultivo 
crecido en medio BBM liquido. Las cClulas se cosecharon por centrifugacibn a 3.000 rpm y se 
fijaron en una solucibn a1 2% (plv) de glutaraldehido-paraformaldehido en BBM (filtrado a 
travds de membrana millipore) por 24 horas a 5°C. El material fijado se postfij 6 en Os04 1% 
durante 1 hora a temperatura ambiente y se deshidratb por pasajes a travCs de una serie de 
acetona del 10% a1 100%. Ese material fue embebido en resina Spurr de baja viscosidad. Los 
cortes se realizaron con una cuchilla de diamante Diamond 2.1 y se tifieron con acetato de 
uranilo y citrato de plomo (Reynolds 1963) o rojo de rutenio seguido por coloracibn de 
Reynolds. Las observaciones se llevaron a cab0 con un microscopio electr6nico de 
transmisi6n Jeol 1200 EXIIME (INTA, Castelar). 
I. 2.8. Estudios quimiotnxondmicos 
Se determinaron las siguientes caracteristicas bioquimicas y fisiol6gicas: 
a) Digestihn de almidhn: la capacidad de hidrolizar almid6n h e  ensayada de acuerdo a 
Archibald y Bold (1970) y Kessler (1978). Se realiz6 una estria de cdlulas provenientes de 
cultivos stock axCnicos en cajas de Petri conteniendo medio BBM almid6n. Las cajas de Petri 
se incubaron por 3 semanas bajo condiciones esthdares, y luego se revelaron con una 
solucidn de IzKI (5 % I + 10 % IU en agua destilada). El ensayo se repiti6 tres veces por 
duplicado. Un color azul intenso, indica la presencia de almid6n y un color pardo claro o 
blanco, la ausencia del mismo (hea en la que el almid6n h e  hidrolizado por producci6n de 
enzimas amiloliticas extracelulares). 
b) Hidr6lisis de gelatina: h e  ensayada de acuerdo a la tdcnica de Kessler y Czygan (1965) y 
Mac Faddin (1980). Se disolvieron 100 gr de gelatina (Difco) en 400 ml de agua bidestilada, y 
se dializaron contra agua bidestilada durante 24 h, cambiando el agua cada 6 h para remover 
el nitr6geno soluble. A 531 ml de agua bidestilada, se le agregaron las cantidades de 
soluciones stock como para preparar 1 1 de medio BBM-N. En este medio resultante, se 
disolvi6 la gelatina dializada y se fraccion6 en tubos de ensayo para ser esterilizados. Estos 
tubos heron inoculados en profundidad, mediante pipetas estdriles, con una suspensi6n de 
cClulas obtenida por el agregado de agua bidestilada estdril en cultivos stock axknicos en 
BBM pic0 de flauta. El ensayo se repiti6 en dos oportunidades, por duplicado, con tubos sin 
inocular como controles. Todos 10s tubos se incubaron durante 3 semanas bajo condiciones 
esthdares. A1 final de ese periodo, se colocaron cuidadosamente (no deben agitarse 10s tubos 
para evitar falsos negativos) en heladera o baiIo de hielo por 2 h. Luego se determind la 
presencia de liquefacci6n de gelatina por comparaci6n con 10s tubos controles. 
c) Produccihn de carotenoides secundarios: h e  ensayada s e g h  la tdcnica cualitativa de 
Kessler y Soeder (1962), bashdose en el cambio de coloraci6n que se observa cuando se 
acumulan carotenoides secundarios en cultivos algales bajo condiciones de deficiencia de 
nitrbgeno (Kessler 1976; Hanagata y Dubinsky 1999). El ensayo se realiz6 estableciendo 
cultivos en tubos conteniendo medio mineral con concentraciones decrecientes de nitrbgeno, 
tanto liquid0 como agarizado. Las cdlulas utilizadas para inocular cada tubo provinieron de 
un cultivo stock en BBM agarizado; previamente se lavaron en agua destilada estdril para 
evitar el arrastre de nitr6geno desde el cultivo original hacia 10s medios deficientes en dl. Las 
cdlulas lavadas se inocularon en 10s siguientes medios: BBM, 0,5BBM y 0,OlBBM (Tabla 4). 
Los cultivos se mantuvieron bajo condiciones estindares. Luego de 4 semanas y luego de 3 
meses de crecimiento, se analiz6 la coloraci6n de 10s cultivos y la coloraci6n de sus cdlulas a1 
microscopio 6ptico. Un color naranja o pardo indica la producci6n de carotenoides 
secundarios. El ensayo fue realizado en tres oportunidades por triplicado y utilizando como 
control positivo una cepa de Trebouxia sp. productora de carotenoides secundarios y 
perteneciente a la misma clase algal que C. kessleri (Trebouxiophyceae). 
Tabla 4. Contenido de nitrbgeno de 10s medios de cultivo utilizados en el estudio de produccidn de 
carotenoides secundarios. 
Medio Contenido de Nitrdgeno (mmoll 1) 
BBM 
0,5 BBM 
0,01 BBM 
d) Actividad hidrogenasa: La existencia de actividad hidrogenasa fue estudiada, en cClulas 
intactas, de acuerdo a Kessler y Maifarth (1960) y Ward (1970). Para ello, se utiliz6 el 
aparato de Warburg que mide cambios en la presi6n de gases (Figura 5). 
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Fiiura 5. Aparato de Warburg para medir cambios en la presibn de gases. 
Se establecieron cultivos axCnicos de C. kessleri en erlenmeyers conteniendo 200 ml de 
medio BBM glucosa y se mantuvieron, en condiciones esthdares, bajo agitaci6n continua en 
agitador orbital (2 10 rpm). Cada 5 dim, se transfiieron 50 ml de cultivo a 200 ml de medio 
fiesco (para asegurar la sincronizacidn de las cblulas en el cultivo). Luego de la cuarta 
transferencia y de que Csta creciera por 5 dias, se cosecharon las cdlulas por centrfigacibn a 
1.500 rpm durante 10 minutos y se lavaron 4 veces en 20 rnl de buffer fosfato pH 43. Luego 
de esto, se centrifug6 a 3.000 rprn por 10 rninutos, de rnanera de obtener un precipitado final 
de 0,5 ml. Para lograr una suspensi6n homogbnea, a dicho precipitado se le agregaron 18 rnl 
de buffer fosfato pH 4,5. Se colocaron 1,8 ml de esa suspensi6n algal en el compartimiento 
principal de cada vaso de reacci6n de Warburg (ver Figura 5). Se agreg6 el aceptor de 
hidr6geno en el brazo lateral de uno de esos vasos (0,4 ml de NaN02 0,05 M) y se colocaron 
unos cristales de pirogalol en el compartimiento central. Se aplic6 una corriente de nitr6geno 
gaseoso, durante 10 minutos, en cada vaso de reacci6n y en todo el sistema. Mientras fluia 
niMgeno, se agregaron 0,3 ml de soluci6n de KOH 10 % (plv) a1 compartimiento central que 
contenia pirogalol, para formar una solucidn que absorbe C02 y O2 (la soluci6n alcalina de 
pirogalol se colorea en contact0 con el aire y debe permanecer incolora durante todo el ensayo 
para indicar que no ha ingresado C02 u 0 2  a1 sistema). Se continu6 aplicando la corriente de 
nitr6geno gaseoso unos minutos mhs, luego se aplic6 una corriente de hidr6geno durante 3 
minutos y se cerr6 el sistema. Los mandmetros se agitaron en un baiio termostiitico a 25" C, 
de manera de equilibrar la temperatura en el sistema. Luego se inclin6 el vaso de reaccibn, 
para volcar el NaN02 sobre la suspensi6n algal, y se tom6 ese momento como tiempo cero. Se 
incub6 durante 48 h en oscuridad, agitando continuamente en el bafio a 25" C y realizando 
lecturas peri6dicas en el man6metro (cada 6 h). Si existe actividad hidrogenasa, habrh 
consumo de hidrbgeno, lo cual se refleja en un ascenso de liquido en la colurnna derecha del 
man6metro. La experiencia fue realizada por duplicado, y con un testigo sin aceptor de 
hidr6geno (sin NaN02). 
e) Tolerancia a la sal: La tolerancia a la sal h e  determinada de acuerdo a Kessler (1974). Se 
prepararon, por duplicado, erlenmeyers de 250 ml conteniendo 100 ml de medio BBM 
suplementado con 0%, 1%, 2% y 3% (plv) de NaCl (medio BBM-NaC1). En ellos, se sembr6 
un volurnen de in6culo como para obtener una concentracih inicial de 3 x 10' cClulas/ml. 
Todos 10s cultivos se mantuvieron en agitador orbital (210 rpm), bajo condiciones estindares. 
Luego de 2 meses, se estimd el crecimiento de cada cultivo mediante recuentos a1 
microscopio 6ptico con chmara de Neubauer (Booth 1995). Se contaron tantas alicuotas como 
hera necesario, de manera que el error resultara menor a1 10 %. Con 10s resultados obtenidos, 
se grafic6 el crecimiento relativo [ (NO cClulaslm1 final - No cdlulas Iml inicial) I No inicial ] f 
DS, en funcidn del % NaCl en el medio de cultivo. 
f) Tolerancia a la acidez: Para determinar la tolerancia al medio hcido, se prepararon 4 
juegos de 6 erlenmeyers conteniendo 100 ml de BBM a pH 2,5 - 3,O - 3,5 - 4,O - 4,5 y 5,O. Las 
mediciones de pH fueron realizadas con un pHmetro PM Altr6nix, ajusthdolo con una 
soluci6n de hcido sulfirico IN. Los 24 erlenmeyers se sembraron con un volumen de indculo 
como para obtener una concentraci6n inicial de 10' cdlulas/ml y se mantuvieron bajo 
condiciones estindares. La estimaci6n del crecimiento de 10s cultivos se realiz6, por 
duplicado, a 10s 20 dias y a 10s 3 meses de crecimiento, mediante recuentos en c h a r a  de 
Neubauer ( segh  especificaciones del punto anterior: tolerancia a la sal). En todos 10s casos, 
se corrobor6 el pH final de 10s cultivos, el cud prBcticamente no present6 variaciones a 10s 20 
dias, mientras que la variaci6n a 10s 3 meses no super6 el 10%. Con 10s resultados obtenidos, 
se grafic6 el crecimiento relativo [ (NOcClulas/ml final - NOctlulas/ml inicial) / No inicial ] + 
DS, en funci6n del pH. 
I .  2.9. Estudios de la conrposici6n quimica de la pared celular 
Las cClulas provenientes de un cultivo en medio BBM, se cosecharon por centrifbgaci6n a 
3.000 rpm durante 10 minutos y se sonicaron durante 2 minutos y medio en un 
homogeinizador ultras6nico Cole Parmer CP600 4710. El homogenato obtenido se centrifug6 
a 5.000 rpm durante 15 minutos, para separar la hcci6n citos6lica de la fracci6n que contenia 
las paredes celulares. Esta idtima fracci6n se lav6 repetidamente con agua destilada, se 
liofiliz6 y se someti6 a un tratamiento de amil6lisis enzimhtica de acuerdo a1 protocolo 
propuesto por Brillouet et al. (1988). Para ello, el producto liofilizado se resuspendi6 en 
buffer acCtico-acetato 0,l M pH 5, agithdolo vigorosamente durante 30 minutos a 100" C. 
La digesti6n enzimhtica se inici6 con el agregado de 2,4 unidades enzimhticas de a amilasa de 
cebada (Sigma) en 1 ml de buffer y se incub6 durante 15 minutos a 100" C con agitaci6n. 
Luego se aiiadieron 5,8 unidades enzimhticas de a amilasa porcina (Sigma) en 1 ml de buffer 
y se incub6 durante 15 minutos a 100" C con agitacibn. La digesti6n enzimhtica se complet6 
con el agregado de 50 unidades enzimhticas de amiloglucosidasa (Sigma), manteniendo la 
incubaci6n a 60" C por 2 hs. Se centrifug6 a 5.000 rpm, y el precipitado se dializ6 durante 48 
h contra agua destilada, a travCs de membrana de dialisis P-3,s. El producto no dializable 
(PND) se liofiliz6, obteniCndose un rendimiento del 91%, y se determin6 su contenido de 
hidratos de carbon0 totales y aminoaztkues por 10s mCtodos de Dubois et al. (1956) y Lane 
Smith y Gilkerson (1979), respectivamente. El producto PND se sometid a hidrblisis icida de 
acuerdo con la metodologia de Takeda (1996). Primeramente, se hidroliz6 con Bcido 
trifluoroacCtico (TFA) 2N a 100" C durante 6 h. El hidrolizado se centrifug6, se separi, la 
fiaccibn soluble (HS), y el residuo insoluble resistente a1 TFA 2N se hidroliz6 con HC16 N a 
1 10" C durante 18 h (HR). 
Para realizar el analisis de monosac~dos constituyentes de la matriz amorfa (matriz no 
fibrilar) de las paredes celulares, se obtuvieron 10s acetatos de alditoles de la fracci6n HS, de 
acuerdo a1 mCtodo de Albersheim et al. (1967). Estos derivados se analizaron por 
cromatografia gas-liquid0 (CGL), utilizando una columna capilar (30 m x 0,25 mm) SP2330 
(Supelco) y un Cromatbgrafo Hewlett-Packard 5890 equipado con un integrador 3392A. Las 
corridas se hicieron a 220" C, manteniendo el inyector y el detector a 240 y utilizando un flujo 
de nitr6geno de aproximadamente lmllmin. Las asignaciones se corroboraron por CGL-EM 
(cromat6grafo gas-liquid0 acoplado a un equipo de espectrometria de masa Shimadzu GCMS- 
QP 1000), obteniendo espectros en un rango entre 40 y 400 amu (unidades de masa), 
utilizando un potencial de ionizaci6n de 70 eV 
Para realizar el anllisis de hexosaminas constituyentes de la pared rfgida (matriz fibrilar), se 
sigui6 el mCtodo de desaminaci6n con Bcido nitroso (Turner y Cherniak 1981). La fraccidn 
HR se llev6 a seco, eliminando el Bcido. Se le agreg6 1 ml de TFA 2N, colochdola, tapada, 
en un baiio de hielo-agua. Se agregaron 150 mg de NaN02, y a la hora se elimin6 el icido 
nitroso residual, colocando la muestra en un bafio a 100' C durante 5 minutos. Se enfri6 y se 
llev6 a sequedad. Para la obtenci6n de 10s aldononitrilos, se someti6 la muestra seca a1 
siguiente tratamiento: se le agreg6 una punta de esphtula de hidroxilamina (aproximadamente 
10 mg) y se resuspendib en 0,5 ml de piridina. Se llevd a estufa a 75" C por 30 minutos. 
Luego se agregaron 0,5 ml de anhidrido acetic0 y se Ilevi, nuevamente a estufa a 75" C por 30 
minutos. Seguidamente, se extrajo con una mezcla de C13CH : H20 (2 : 1, vlv), se descart6 la 
fase acuosa, y la fase clorofbrmica se lav6 3 veces con 1 ml de soluci6n saturada de 
bicarbonato de sodio. Finalmente, se hizo un dltimo lavado con agua destilada y se sec6 con 
Na2S04 anhidro. Los aldononitrilos se analizaron por CGL, de acuerdo a lo especificado en el 
anhlisis de 10s constituyentes de la matriz amorfa y corriendo, paralelamente, un esthdar de 
glucosamina. 
I. 3. RESULTADOS 
De acuerdo con las observaciones morfolbgicas, ultraestructurales y 10s estudios 
quimiotaxon6micos realizados, la cepa aislada de la Laguna Verde del Complejo Termal 
Copahue (NeuquCn, Argentina), corresponde a la especie Chlorella kessleri Fott et N o v ~ o v h  
(1 969). 
I .  3.1. Estudios morfoldgicos 
El sistema de clasificacibn adoptado, se basa en el sistema filogenttico propuesto por Fried1 
(1 997). 
Divisibn Chlorophyta 
Clase Trebouxiophyceae 
Orden Chlorellales 
Chlorella kessleri Fott et Novhkovit, Stud. in Phycol., Acad., Prague: 26, P1 4, 1969 (Figuras 
6 Y 7) 
Sinonimias 
Chlorella regularis auct. non (Artari) Olymanns, Shihira et Krauss 1965, p. 27 - 28, fig. 25, 26 (incl. 
var. umbricata Shihira et Krauss 1965, p. 28,29, fig. 27,28). 
Chlorella vulgaris auct. non Beijerinck, George 1958, p. 9; Koch 1964, p. 412; Starr 1964, p. 1022 
(cepa de Pratt); George 1966, p. 23. 
Chlorella I1 sensu Kessler et al. 1963, p. 17-18; Soeder 1963, p. 26,32. Chlorella vulgaris Beijerinck 
cepa de Winokur No 21 1-1 lg en la CCAP (cultivo tipo). 
Chlorella vulgaris Beijerink cepa de Pratt (1941) No 398 en la coleccicin de cultivos de Bloomington. 
Chlorella vulgaris Beijerinck cepa de Craig y Trelease No 397 en la coleccicin de cultivos de 
Bloomington. 
Chlorellapyrenoidosa Chick cepa C 1.1 . I  en la colecci6n de cultivos de Erlangen. 
Descripcibn 
CClulas adultas esfkricas, cClulas j6venes y autosporas elipsoidales. Pared celular delgada. 
Cloroplasto laminar, ocupando toda la cClula y dejando una pequefia abertura. Pirenoide 
elipsoidal, rodeado por dos (rararnente mhs) grhulos de almid6n en forma de copa. Presencia 
de pequefias gotas lipidicas, y vacuolas a veces nurnerosas. N6cleo levemente excdntrico. 
Reproduccibn por medio de 2 - 4 - 8 a 16 autosporas elipsoidales, a veces poliedricas por 
compresi6n. Durante la liberaci6n de las autosporas, la pared de la cClula madre se fiagmenta 
dejando restos en forma de escarnas, que mantienen unidas las autosporas por un corto 
tiempo. 
Dimensiones: cClulas 2,5 - 8,9 pm - (10 pm) d i h . ;  autosporas 2,5 - 5 pm dilm., esporangios 
4,s - 1 1,4 pm. 
Distribucidn: Registrada como aerofitica en Rusia y en colecciones de cultivo sin 
especificaci6n certera de su origen, ya que todas las cepas habian sido originalmente 
identificadas como C. vulgaris (Komhek y Fott 1983). Este es el primer registro para 
Argentina. 

Figura 7.  Chlorella kessleri creciendo en medio UBBM liquido. a: cuatro autosporas adheridas a 
restos de la pared celular madre (flecha); b: restos de pared celular madre; c: vista superficial de un 
esporangio mostrando autosporas en formaci6n; d: vista superficial de una dlula adulta, en la que 
puede apreciarse la estrecha abertura que deja el cloroplasto (flecha); e: idem d, en otra cdula. a - c, e: 
observaciones con contraste de fase. Escalas = 5 pm. 
Resultados histoquimicos 
Los resultados de las pruebas histoquimicas realizadas, se resumen en la Tabla 5 y en las 
Figuras 8 a 10. 
Tabla 5. Coloraciones histoquimicas aplicadas a cClulas vivas de Chlorella kessleri, cultivadas en 
medio BBM. 
Colorante Especificidad Resultado Localizacibn 
Amilosa y amilopectina. Coloraci6n azul o parda oscura + Pirenoide 
Azul de Toluidina Metacromhtico: Polisachridos sulfatados y carboxilados 
(pectinas o hemicelulosa de pared celular): rojo o pin-pura. 
Componentes I1idrof6bicos: verde o azul verdoso 
Azul de Metileno idem Azul de Toluidina 
Cloruro de zinc Quitina (luego de tratamiento con 50% KOH en caliente). 
iodado Coloraci6n violeta 
Rojo de Rutenio Pectinas no esterificadas de pared celular. Polisachridos con 
grupos ani6nicos. 
Naranja de Metacromhtico. Polisachridos hcidos: fluorescencia naranja - 
acridina roja. Calosa: fluorescencia verde-celeste. Lignina y suberina: 
fluorescencia verde 
Berberina Paredes con polifenoles. Fluorescencia amarilla 
Quinacrina Colorante ani6nico. Marca la presencia de vacuolas. 
Fluorescencia amarillo-verde 
Primulina 
Calcofluor 
Esporopolenina y algaenano de paredes celulares 
Celulosa y mananos fibrilares de paredes celulares 
Paredes y 
vacuolas 
Paredes 
Paredes 
Paredes 
Paredes 
En citoplasma 
a) Las tinciones con lug01 evidenciaron dos calotas de almidbn rodeando un pirenoide 
central a levemente excentrico (Figura 8 d - f ) .  
b) La pared celular de la cepa en estudio tom6 una coloracibn pdrpura-violhcea en presencia 
de azul de toluidina, indicando la presencia de polisachidos hcidos (Figura 9 a - d). 
c) Las tinciones realizadas con azul de metileno, permitieron una mejor observaci6n de 10s 
restos en forma de escamas, que dejan las paredes de 10s esporangios luego de la 
liberaci6n de sus autosporas (Figura 9 a - b). En este caso, tambiCn se observ6 una 
coloracidn p6rpura-violhcea en dichas paredes. 
d) La tinci6n con cloruro de zinc iodado result6 positiva. Luego de un tratamiento previo con 
KOH 50% en caliente, la pared de las cClulas tratadas con este colorante tom6 una 
coloraci6n violeta intensa, indicando la presencia de quitosan, product0 de la oxidaci6n de 
la quitina con KOH 5%. 
e) La tinci6n con rojo de rutenio result6 negativa (Figura 8 a - c). Este colorante reacciona 
con 10s grupos anibnicos (por ej. carboxilos de polisackidos hcidos) dando una coloracidn 
roja, per0 su capacidad de reaccidn depende de la existencia de una alta densidad de 
cargas negativas (Luft 1971 ; Pearse 1986). 
f) La presencia de polisachridos hcidos en la pared celular de esta cepa de C. kessleri, 
detectada por la aplicacidn de azul de toluidina, tambiCn se puso de manifiesto con naranja 
de acridina. Con este 6ltimo colorante, las cdlulas tratadas presentaron fluorescencia 
naranja-amarillenta en sus paredes (Figura 10 b - c). 
g) Con la aplicaci6n de berberina, tambitn se observ6 una marcada fluorescencia amarilla en 
las paredes celulares, lo cual podria indicar la presencia de alg6n polimero hidrofbbico 
asociado a ellas (Figura 10 d - f). 
h) La tinci6n con quinacrina, evidenci6 la presencia de vacuolas en el citoplasma. El 
contenido de las mismas, seria presurniblemente hcido (Figura 10 g), ya que las vacuolas 
tambiCn tomaron una coloraci6n roja en presencia de azul de toluidina (Figura 9 e - f). 
i) La falta de fluorescencia en las paredes celulares, a1 realizar las tinciones con primulina y 
calcofluor, indic6 la ausencia de celulosa y algaenano, respectivamente. 
Figura 8. Coloraciones histoquimicas de cdlulas de Chlorella kessleri cultivadas en BBM liquido. a - 
c: tincibn con rojo de rutenio; a: conjunto de cdlulas adultas mostrando la ausencia de coloracibn en 
sus paredes, el cloroplasto parietal y el pirenoide (flecha); b: vista superficial de una cdlula adulta 
mostrando la pequeiia hendidura que deja el cloroplasto (flecha); c: esporangio de cuatro autosporas; 
d - f: tincibn con lugol. d: cdlula joven mostrando el pirenoide rodeado por dos calotas de almidbn 
(flecha); e: cdlula adulta mostrando el pirenoide rodendo por dos calotas de almidbn (flecha); f: 
esporangio de cuatro autosporas. Escalas = 5 pm. 
Figura 9. Coloraciones histoquimicas de celulas de Chlorella kessleri cultivadas en BBM liquido. a - 
b: tinci6n con am1 de metileno; a: restos de paredes celulares madres en forma de escamas (flecha); b: 
liberaci6n de cuatro autosporas por rotura de la pored celular del esporangio. c - f tincion con am1 de 
toluidina; c: esporangio mostrando sus paredes celulares y las de las autosporas teiIidas de color 
pGrpura-violiceo; d: restos de pared celular madre teilidos de color purpura-violiceo; e: cklulas 
j6venes mostrando, en su citoplasma, vacuolas teAidas de rojizo (flecha); f esporangio de cuatro 
autosporas mostrando vacuolas rojizas en el citoplasma de las autosporas (flechas). Escalas = 5 pm. 
Figura 10. Microscopia de fluorescencia de cdlulas de C. kessleri cultivadas en RBM liquido. a: autofluorescencia de un 
conjunto de celulas en distintos estadios, donde se distingue el cloroplasto parietal; b - c: tincion con naranja de acridina; 
b: conjunto de celulas adultas donde se observa fluorescencia naranja-amarillenta en sus paredes celulares; c: restos de 
pared celular madre (flecha). d - f: tincion con berberina; d: cdlulas en distintos estadios, presentando fluorescencia 
arnarilla en sus paredes; e: esporangios de cuatro (flecha pequefia) y ocho autosporas (flecha grande) con una marcada 
fluorescencia amarilla en sus paredes; f: cdlulas adultas. esporangio de cuatro autosporas (flecha grande) y ailtospora 
asociada a restos de pared celular rnadre (flecha pequefia), presentando una rnarcada fluorescencia amarilla en susparedes 
celulares; g: conjunto de celulas tratadas con quinacrina; notense las vacuolas con fluorescencia amarilla en su citoplasrna 
(flechas). Escalas = 5 prn. 
I .  3.2 .  Estudios ultrnestrrtctrirnles 
Las observaciones en rnicroscopio electrdnico de transmisibn evidenciaron caracteres 
ultraestructurales tipicos de ctlulas de Chlorella kessleri. Se destacan: presencia de un 
n6cleo levemente a clararnente exc6ntric0, con un nucleolo de baja densidad 
electrbnica (Figura 11 a y d); un cloroplasto parietal laminar que rodea toda la ctlula, 
dejando una delgada abertura (Figura 12 a y b); un pirenoide embebido en la matriz 
del cloroplasto, atravesado por una banda de dos tilacoides y rodeado por almiddn 
(Figura 1 1 a y c, Figura 12 a y d); adicionalmente se observan grinulos de almiddn 
entre las lamelas del cloroplasto (Figura 12 a y d); lamelas formadas por dos a cuatro 
tilacoides agrupados (Figuras 11 c y 12 c); secciones del mitocondribn, normalmente 
asociadas con el lado cdncavo del cloroplasto (Figura 11 a); pared celular de 60 a 80 
nm de espesor, de estructura homogtnea (Figura 10 b). 

Figura 12. Microscopia electronics de transmision de la cepa BAFC CAlO de Chlorella kessleri. a: corte de 
una cdlula donde se observa el cloroplasto parietal rodeando toda la cdlula, granulos de almidon rodeando el 
pirunoide y dispersos entre las lamelas y grhnulos electrodensos en el citoplasma (flecha); b: detalle de a, 
mostrando la delgada abertura que deja el cloroplasto a1 rodear la cdlula (flecha); c: detalle de las lamelas del 
cloroplasto, donde se observan tilacoides apilados de a 2 a 4; d: lamela de dos tilacoides que bisecta al 
pirenoide (flecha). C: cloroplasto; P: pirenoide; A: almidbn. 
I .  3.3. Estudios Quimiotaxot~dmicos 
Los resultados de 10s estudios quimiotaxon6micos realizados se resurnen en la Tabla 6. 
Tabla 6. Caracteres bioquimicos y fisiol6gicos de la cepa BAFC CAlO de Chlorella kessleri. 
Hidrogenasa Liq. Gel. % NaCl Hidr. Almidcin Carot. Sec. 
Actividad hidrogenasa (Hidrogenasa), liquefacci6n de gelatina (Liq. Gel.), hidr6lisis de almid6n 
(Hidr. Almidbn), produccidn de carotenoides secundarios (Carot. Sec.), tolerancia al icido (pH 
limite), tolerancia a la sal (% NaCl limite). 
La cepa en estudio no degrada almidbn, ya que al revelar las cajas con soluci6n de 12KI se 
obtuvo un color azul intenso homogCneo, sin detectarse tireas claras que indicaran ausencia 
del mismo. Por otro lado, tampoco es capaz de hidrolizar gelatina, ya que luego de 3 semanas 
de cultivo en el medio especifico, no se observaron rastros de liquefacci6n del mismo. Es 
decir, que esta cepa no produce enzimas extracelulares capaces de hidrolizar dichos sustratos. 
Tarnpoco produce carotenoides secundarios bajo condiciones de deficiencia de nitrbgeno. 
Luego de 4 semanas y luego de 3 meses de crecimiento en BBM y en O,SBBM, 10s cultivos 
presentaron la coloracicin verde brillante tipica de 10s cultivos con crecimiento normal, 
mientras que 10s cultivos en medio 0,OlBBM crecieron muy poco y se tornaron ptilidos. Los 
controles con Trebouxia sp., en cambio, mostraron la coloracidn verde tipica hicamente en 
medio BBM, mientras que en 0,SBBM tomaron una coloraci6n parda y en 0,OlBBM tomaron 
una intensa coloraci6n naranja. A1 microscopio 6ptic0, se observaron cClulas con 
pigmentacidn normal para C. kessleri creciendo en BBM y en 0,SBBM y cClulas deformadas 
y muy phlidas en 0,OlBBM. En cambio, las cdlulas de Trebouxia sp. presentaron una gran 
acumulaci6n de pigmentos naranjas que cubrian todo el citoplasma en 10s cultivos en 
O,OlBBM, tanto en 10s de 4 semanas como en 10s de 3 meses, y en 10s cultivos en 0,SBBM de 
3 meses. 
Para el estudio de tolerancia a la sal, se realizaron ensayos con concentraciones crecientes de 
NaCl (I%, 2% y 3%). En todos 10s casos se parti6 de cultivos con una concentraci6n inicial 
de 0,3 x lo5 c6lWml. Luego de dos rneses de incubation, se midio el crecimiento en cada 
concentracion de NaCl, establecidndose el rango de tolerancia de esta cepa. El aurnento del 
n h r o  de celulas en el medio conteniendo un 3% de NaCl fbe minim0 (alcanzando 0,s k 0,l 
x lo5 dluladml), y las cdlulas de estos cultivos se encontraban en su mayoria colapsadas. Se 
puede establecer, entonces, el limite mhximo de tolerancia de esta cepa en un 2% de NaCl 
(Figura 13). 
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Figura 13. Crecimiento relativo [(N" &lulas/ml final - No cdlulas/ml inicia1)l No inicial] de la cepa 
BAFC CAlO de Chlorella kessleri luego de dos meses de cultivo en medio BBM con el agregado de 
tres concentraciones de NaCI. 
En cuanto a la tolerancia a la acidez, se determin6 el limite inferior, analizando el crecimiento 
de la cepa en rnedio BBM a distintos pH, cuyos resultados se muestran en la Figura 14. 
Observando 10s resultados obtenidos a 10s 20 dias y a 10s 3 rneses de cultivo, puede 
establecerse que a mayor pH existe un mayor crecimiento. Pero cornparando la biomasa 
alcanzada a ambos tiempos, se observa que si bien existe un minim0 increment0 del n h r o  
de cClulas a pH 2,5, Cste es despreciable fiente al buen crecimiento obtenido entre pH 3 y 5, 
estableciendose como limite de tolerancia para esta cepa, un pH de 3. 
Flgura 14. Crecimiento [(N" dluladml f h l  - N" dWml i n i d ) /  N" inicial] de la cepa BAFC CAl 0 de 
Chlorello kessleri luego de 20 dias ( ) y 3 meses ( ) de cultivo en rnedio BBM a distinto pH. 
Dado que las pruebas de deteccibn de actividad hidrogenasa heron realizadas con fines 
quimiotaxon~micos, sus resultados se presentan en forma cualitativa (Tabla 6). Luego de 24 
h, y concordando con Kessler y Maifkth (1960), que estimaron entre 20 y 40 h el tiempo de 
adaptation requerido para la activation de la enzirna hidrogenasa en Chlorella, pudo 
apreciarse un ascenso de liquid0 en la columna derecha del manometro conectado a1 vaso de 
reaction que contenia aceptor de hidrogeno (Fm 5). Este ascenso indica una disminucibn 
de la presion parcid de hidrogeno debida a su consumo en la reducci6n de NaN02: 
En el vaso testigo (sin NaNO*), la variacibn h e  minima, pudiendo deberse a1 consumo de 
hidrogeno en la reduction de aceptores celulares (Kessler y Maikth 1960). 
I .  3.4 .  Estudios de la contposicicin qriimica de fa pared cefufar 
El product0 PND que fue sometido a hidr6lisis Acida, arroj6 un 29 % de hidratos de carbon0 
totales y un 3% de hexosaminas. Los resultados de 10s andisis de sus monosac~ridos 
componentes se resumen en la Tabla 7. La fracci6n HS esth constituida principalmente por 
xilosa (38%) y galactosa (29%), mientras que la fracci6n HR esti constituida por un 100 % de 
N- acetilglucosamina. 
Tabla 7. Composici6n de monosacaridos (en % Molar) de la matriz amorfa y de la matriz fibrilar de la 
pared celular de la cepa de Chlorella kesssleri. 
Monosacaridos Matriz amoxfa' Matriz fibrilarb 
Xilosa 
Galactosa 
Ramnosa 
Glucosa 
Manosa 
N - acetilglucosamina - 100% 
Las deterrninaciones se realizaron de acuerdo a lo descripto en el item 1.2.9. de Materiales y Mdtodos 
a: fraccibn HS, soluble luego de hidrblisis en TFA 2N; b: fraccibn HR resitente a hidrblisis en TFA 
2N, soluble luego de hidrblisis en HCI 6N. 
Los estudios morfol6gicos que se realizaron en una instancia inical, permitieron una primera 
aproximaci6n a la identidad de la cepa de Chlorella aislada de la Laguna Verde. Sin embargo, 
las primeras caracteristicas microscdpicas observadas no permitian discernir entre su 
asignaci6n a C. vulgaris o a C. kessleri. Teniendo en cuenta que la asignaci6n de un 
organism0 a un taxdn determinado s61o puede decidirse analizando una combinaci6n de 
distintos tipos de caracteres, se estudiaron diferentes aspectos bioquimicos, fisiol6gicos, 
morfol6gicos y ultraestructurales de la cepa BAFC CAlO, para llegar a una mejor 
caracterizaci6n de la misma. Las cepas de C. kessleri, existentes en distintas colecciones de 
cultivos, habian sido antiguamente incluidas en C. vulgaris, per0 posteriormente se las separi, 
por presentar actividad hidrogenasa y alta tolerancia a la acidez (Kessler 1984). Sobre la base 
de 10s estudios morfol6gicos, ultraestructurales, bioquimicos y fisiol6gicos realizados en la 
cepa de la Laguna Verde, puede asegurarse que sus caracteres coinciden con 10s especificados 
por distintos autores para C. kessleri Fott et Nov&ov& De acuerdo a lo establecido por 
Kessler (1984 y 1992) y Huss et al. (1999) para las cepas de C. kessleri de la SAG y de la 
UTEX, la cepa de la Laguna Verde comparte con aquellas las siguientes caracteristicas: 1) 
presencia de actividad hidrogenasa en anaerobiosis, 2) ausencia de enzimas extracelulares que 
hidrolizan almidbn, 3) ausencia de enzimas extracelulares que lic6an gelatina, 4) ausencia de 
producci6n de carotenoides secundarios en condiciones de deficiencia de nitrbgeno, 5) pH 3 
como limite de tolerancia a la acidez y 6) 2% NaCl como limite de tolerancia a la salinidad 
(Tablas 2 y 6). 
La clasificacidn quimiotaxonbmica de las especies del gCnero Chlorella (Tabla 2) coincide 
con la clasificaci6n basada en la composici6n de la pared celular (Figura 1 y Tabla 3) y puede 
decirse que usando este iltimo marcador taxon6mic0, en conjunto con 10s marcadores 
bioquimicos y fisiol6gicos, las especies de Chlorella pueden ser mejor clasificadas. 
Bashdose en caracteristicas de la pared celular, Takeda (1991) separ6 a la mayoria de las 
cepas de C. kessleri de las de C. vulgaris por su tincidn negativa con rojo de rutenio y por la 
presencia de kcosa en la matriz amorfa de su pared, sustentando asi tambidn la clasificaci6n 
quimiotaxon6mica (Tablas 2 y 3). Entre 10s polisachridos fibrilares que componen las paredes 
celulares de las algas, uno de 10s de mis amplia distribuci6n es la celulosa, sin embargo, 
dentro del gCnero Chlorella sensu lato, la fiacci6n fibrilar de sus paredes generalmente esti 
compuesta por otro tip0 de polisaciiridos, encontrbdose el polimero hidrof6bico algaenano, 
quitina (polimero de N - acetilglucosarnina) o mananos fibrilares (Burczyk et al. 1995; 
Takeda 1996). Las observaciones microsc6picas de las cdlulas de la cepa BAFC CAlO de C. 
kessleri tratadas con distintos colorantes especificos, indicaron la ausencia de celulosa en sus 
paredes (fluorescencia negativa con calcofluor), ausencia de algaenano (fluorescencia 
negativa con primulina) y presencia de quitina (tinci6n positiva con cloruro de zinc iodado) 
(Tabla 5). Si bien la tincion positiva con berberina ha sido reportada como marcadora de 
compuestos fen6licos hidrofbbicos tipo lignina (Brundrett et al. 1988; Lulai y Morgan 1992), 
se puede presumir que el polimero hidrofbbico de N - acetilglucosamina que conforma la 
pared rigida de C. kessleri podria ser el responsable de la marcada fluorescencia amarilla que 
se obsem6 en las paredes celulares con la aplicaci6n de este fluorocromo (Tabla 5 y Figura 10 
d - f). La presencia de quitina en la pared celular de la cepa en estudio h e  corroborada 
mediante el analisis de su composici6n quimica. Coincidiendo con 10s estudios de pared 
celular realizados por Takeda (1 99 1, 1993 y 1996), en la cepa de C. kessleri de la Laguna 
Verde tambitn se detect6 N - acetilglucosarnina como h i c o  componente de la pared rigida, y 
xilosa, ramnosa y galactosa como componentes principales de la matriz amorfa (Tabla 7). De 
acuerdo con Takeda (1996), la determinaci6n de 10s azficares de la pared rigida es el primer 
paso para la clasificaci6n de cepas de Chlorella y sus resultados sugieren que C. kessleri junto 
con C. vulgaris y C. sorokiniana, que comparten la presencia de glucosamina, son muy 
diferentes de las otras especies. Este caricter tendria un valor taxon6mico comparable a1 de la 
tinci6n de Gram en las Eubacterias y, de acuerdo con Takeda (op. cit.) es lo suficientemente 
estable como para asignarle valor taxon6mico. 
En base a1 indice de tres pasos, elaborado por Takeda (1991) para distintas cepas del gtnero 
Chlorella, se establecid, que las cepas 211-llg, 211-llh, 21 1-1 lW9, 21 1-1 lW20, CV 11h y 
CV 125 de C. kessleri de la SAG presentan el indice 2.2.2 (Figura 1) y que la composici6n de 
d c a r e s  de sus matrices amorfas es la misma o similar (Tabla 3). Si bien en este trabajo de 
tesis no se determind, la anisotropia de la pared celular, la determinaci6n de N - 
acetilglucosarnina como unico componente de la pared rigida y la ausencia de tinci6n con rojo 
de rutenio en la pared celular de la cepa de la Laguna Verde, coinciden con 10s dos primeros 
pasos (2.2) del indice establecido por Takeda (op. cit.) para C. kessleri. Cabe destacar, que si 
bien la tinci6n de la pared celular con rojo de rutenio result6 negativa, ello no es indicativo de 
ausencia de polisac~idos acidos, ya que la reacci6n rojo de rutenio - pectina depende del 
grado de grupos carboxilos expuestos, por lo que s610 se obtiene coloracibn en presencia de 
altas concentraciones de sustancias pdcticas (Krishnarnurthy 1999). La coloraci6n roja 
obtenida con azul de toluidina y la fluorescencia naranja-amarillenta obtenida con naranja de 
acridina sefialarian que existen polisachridos 4cidos o pCcticos en la pared de C. kessleri, pero 
Cstos, presurniblemente, presentarian una baja proporci6n de grupos carboxilos expuestos 
(Tabla 5 y Figuras 9 y 10 b - c). 
Como se sefialara en la introduccibn, tambiCn es importante la comparaci6n de la 
composici6n de azGcares de la matriz de hemicelulosa (o amorfa) de la pared celular. La 
matriz de hemicelulosa de las cepas pertenecientes a1 grupo con pared rigida de N - 
acetilglucosarnina esti constituida principalmente por ramnosa, galactosa y xilosa, 
norrnalmente presentando un porcentaje de ramnosa mayor a1 de galactosa y a1 de xilosa y 
pudiendo encontrarse, ademh, porcentajes variables de glucosa (Takeda 1996). En la cepa 
aqui estudiada, el porcentaje de xilosa f ie  mayor que el de galactosa y Cste, mayor que el de 
rarnnosa, la cual se encontraba en un porcentaje similar a1 de glucosa (Tabla 7). La 
composici6n cualitativa de 10s azGcares, tanto de la matriz rigida como de la matriz de 
hemicelulosa, es constante a traves de todo el ciclo celular, per0 sus cantidades pueden variar 
dependiendo de la etapa de crecimiento en que se encuentren las cClulas (Takeda y Hirokawa 
1978 y 1984). Las diferencias cuantitativas encontradas en la composici6n de la matriz de 
hemicelulosa de la cepa BAFC CAlO de C. kessleri, con respecto a las reportadas para otras 
cepas de esta especie, pueden deberse a la realizaci6n de las determinaciones quimicas en 
etapas de crecimiento diferentes. Si bien la presencia de fucosa en la matriz de hemicelulosa 
parece ser una caracteristica tipica de C. kessleri, no se registr6 la presencia de este &car en 
la pared de la cepa de la Laguna Verde. En este sentido, puede sefialarse que Takeda (1995), 
de acuerdo al indice de sus paredes celulares (2.2.2), asign6 ocho nuevas cepas a C. kessleri, y 
tampoco detect6 fucosa en sus paredes celulares. 
En 10s milisis de secuenciaci6n del gen que codifica para el 18s rARN se resuelve 
claramente el origen monofilCtico de la especie tipo del gCnero, Chlorella vulgaris, con C. 
sorokiniana, C. lobophora y C. kessleri. S e g h  Friedl (1997), esta agrupaci6n podria 
establecerse como el orden Chlorellales dentro de la clase Trebouxiophyceae. Este esquema 
es bastante diferente de 10s esquemas taxon6micos previos, en 10s cuales todas las algas 
verdes cocoides con pared celular estaban incluidas dentro del orden Chlorococcales en la 
clase Chlorophyceae (Komarek y Fott 1983). Adicionalmente, Friedl (op. cit.) y Huss et al. 
(1 999) proponen que s610 C. vulgaris, C. lobophora, C. sorokiniana y C. kessleri, dentro de la 
clase Trebouxiophyceae, pueden representar el gCnero Chlorella Beijerinck (1 890) (Chlorella 
sensu stricto), mientras que aquellas especies que tienen su origen en otros linajes de las 
Trebouxiophyceae (C. saccharophila, C. mirabilis, C. ellipsoidea, C. luteoviridis, C.  
protothecoides, cepa Bethesda C-1.1.9 de C. minutissima) o de las Chlorophyceae (C. 
zofzngiensis, C. homosphaera, cepa Lefevre de C. minutissima, las tres variedades de C. 
fusca) necesitan ser asignadas a otros gCneros (Figura 2). En relaci6n con esto liltimo, algunos 
autores ya han propuesto la transferencia de algunas especies a nuevos taxa. C. zofzngiensis, 
C. homosphaera y C. protothecoides fueron transferidas por Kalina y PunCoChArova (1987) a 
Mychonastes zofingiensis, M. homosphaera y Auxenochlorella protothecoides, 
respectivamente; las tres variedades de C. fusca heron transferidas a1 gCnero Scenedesmus 
(Hegewald y Schnepf 1991; Kessler et al. 1997; Huss et al. 1999) y una cepa de C. 
saccharophila fue incluida en un nuevo gCnero como Watanabea reniformis (Hanagata et al. 
1998). 
Como se comentara antes, 10s trabajos de Takeda (1 99 1, 1993 y 1996) han demostrado que la 
composicibn de azucares de la pared celular es un caritcter litil para la sistemiitica de 
Chlorella. Asi, las especies de Chlorella sensu stricto, C. vulgaris, C. sorokiniana y C. 
kessleri, tambidn se caracterizan por presentar la misma composici6n en su pared celular 
rigida (exclusivamente N - acetilglucosarnina), diferenciitndolas de las otras especies de 
Chlorella sensu lato. Adicionalmente, en un estudio de la ultraestructura del pirenoide, las 
mismas especies pueden diferenciarse de las otras por la presencia de un tilacoide doble que 
bisecta la matriz del pirenoide (Ikeda y Takeda 1995). Esta filtima caracteristica tambiin h e  
confirmada, en este trabajo de tesis, para la cepa BAFC CAlO de C. kessleri (Figura 12 a y d). 
Frente a este panorama, se decidi6 adoptar la nueva clasificaci6n filogenetica de Chlorella 
(Fried1 1997; Huss et al. 1999), en cuyo contexto, la especie C. kessleri conjuntamente con C. 
vulgaris, C. lobophora y C. sorokiniana corresponderian el "verdadero" gCnero Chlorella 
Beijerinck incluido dentro del orden Chlorellales (Trebouxiophyceae, Chlorophyta). 
Aunque algunas especies del genero Chlorella son cosmopolitas y se encuentran por lo 
general en todo tip0 de arnbientes, la presencia de poblaciones naturales de alta densidad, 
como la detectada para C. kessleri en la Laguna Verde, ocurre principalmente en aguas 
contaminadas o en cuerpos de agua artificiales (Fott y Novhkovh 1969; Margalef 1983). Las 
Termas de Copahue no presentan esas caracteristicas. Debido a su relaci6n con procesos 
volcilnicos y a su elevada acidez, muy pocos organismos pueden prosperar en ese tip0 de 
cuerpos de agua (Margalef 1983; Huss et al. 2002). La presencia de especies de Chlorella en 
ambientes de pH muy bajo, parece estar restringida a 10s suelos hcidos, habiCndose reportado 
la presencia de C. protothecoides var. acidicola (atin no transferida a un nuevo gCnero; Huss 
et al. 2002) y C. saccharophila en suelos de origen volciinico, asociados a fbmarolas. En 
cambio, prhcticamente no han sido registradas en cuerpos de agua icidos (Huss et al. 2002). 
En relaci6n con todo esto, las muestras recolectadas en la Laguna Verde presentaban una 
diversidad especifica muy baja y C. kessleri no solamente era la especie dominante, sino que 
ademis se encontraba en concentraciones muy altas, del orden de 2 x 10' ctlulas/ml (Juhrez y 
Vtlez 1993). De acuerdo con el anilisis de 10s limites de tolerancia del gCnero Chlorella 
realizado por Kessler (1985b) y con 10s estudios fisiol6gicos realizados en este trabajo de 
tesis, C. kessleri tolera valores de pH menores que 4 y temperaturas superiores a 34" C, por lo 
cual seria una de las pocas especies de este gCnero que prospera cuando ambas condiciones se 
dan simultheamente. A partir de lo expuesto, puede decirse que las condiciones extremas de 
pH y temperatura de las aguas de Copahue, no serian limitantes para el desarrollo de la cepa 
de C. kessleri aqui estudiada, determinando que Csta constituya la especie dominante en la 
Laguna Verde. 
Como se seiialo anteriormente, 10s estudios realizados en este capitulo establecen que la cepa 
BAFC CA 10 corresponde a la especie C. kessleri. Este hallazgo representa la cnica cita para 
la Argentina y el segundo registro a nivel mundial en un ambiente natural, ya que esta especie 
s61o habia sido previarnente reportada para Rusia (aerofitica). 
Por otro lado, se conoce poco sobre las comunidades de microalgas que habitan ambientes 
acuiticos acidicos de origen volchnico. Con respecto a1 gCnero Chlorella, s610 se cit6 con 
anterioridad la especie C. saccharophila (Franken y Franken 1977; Huss et al. 2002). Por lo 
tanto, el hallazgo de C. kessleri en la Laguna Verde, cuerpo de agua asociado a fumarolas, 
constituye un segundo registro mundial de una especie de Chlorella en este tipo de ambientes. 
I. 5. CONCLUSIONES 
Sobre la base de 10s resultados obtenidos en 10s estudios morfol6gicos, ultraestructurales, 
bioqufmicos y fisiol6gicos, realizados en este capitulo, puede concluirse que: 
*:* La cepa BAFC CA10, aislada de la Laguna Verde, corresponde a la especie C. kessleri 
Fott y NovAkov6 (Trebouxiophyceae, Chlorophyta). 
*$ El hallazgo de C. kessleri en la Laguna Verde constituye el primer registro para la 
Argentina, el segundo registro a nivel mundial en un ambiente natural y el primer registro 
de esta especie en un ambiente de origen volchico. 
9 Los caracteres morfol6gicos ultraestructurales, bioquimicos y fisiol6gicos sobresalientes 
que presenta esta cepa y que permiten su asignaci6n especifica son: Cloroplasto parietal 
laminar ocupando toda la cClula y dejando una pequefia abertura. Pirenoide embebido en 
la matriz del cloroplasto, bisectado por una banda de dos tilacoides. Pared celular 
homogenea, con N- acetilglucosamina como h i c o  componente de su matriz rigida y con 
xilosa, manosa y ramnosa como componentes principales de su matriz arnorfa. Presencia 
de actividad hidrogenasa. Ausencia de producci6n de carotenoides secundarios. Ausencia 
de enzimas extracelulares que hidrolizan almiddn y gelatina. pH 3 y 2% NaCl como 
limites de tolerancia para su crecimiento. 
*:* Las caracteristicas bioquimicas y fisiol6gicas de esta cepa permitirian su crecimiento en 
un cuerpo de agua donde existen condiciones extremas, como la Laguna Verde, 
deterrninando su dominancia en el fitoplancton del mismo. 
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ESTUDIOS DE ENZIMAS INVOLUCRADAS EN 
LA S~NTESIS DE LA CLOROFILA EN CHLORELLA 
RESSLERI (TREBOUMOPHYCEAE, 
CHLOROPHYTA) 
Las porfirinas son compuestos tetrapirr6licos que desempeiian una importante funcidn en la 
bioquimica de 10s seres vivos. Son la base de la estructura de pigmentos tales como las 
clorofilas y el hemo, que poseen una distribuci6n biol6gica universal y estin involucrados en 
10s mhs antiguos fen6menos metab6licos de la tierra. Distintas hemoproteinas participan en el 
transporte del oxigeno y de 10s electrones, en tanto que las clorofilas y bacterioclorofilas 
catalizan la conversi6n de energia solar en energia quimica (Rebeiz et al. 1994). Las 
porfirinas y sus derivados tambien e s th  presentes en otras biomoldculas de vital importancia 
(citocromo P450, vitamina B12), cuya biosintesis f ie  contemporhnea con la aparicidn de la vida 
en el planeta (Dailey 1997; Porra 1997). 
Las primeras evidencias del origen biosintktico c o m h  del hem0 y de las clorofilas heron 
obtenidas a fines de la dkcada del 40 por Granick, trabajando con mutates de Chlorella 
(Granick 1948). Estudios posteriores llevaron a la conclusidn de que el hem0 y las clorofilas 
tienen un camino biosintktico comb hasta protoporfirina IX (Proto IX). Este camino diverge 
despuks de Proto IX, ya que por insercidn de hierro lleva a la sintesis del hem0 y por insercidn 
de magnesio va hacia la sintesis de las clorofilas (Granick 1948 y 1971; Granick y Beale 
1978; Grimm 1998). Ademas del hem0 y de las clorofilas, 10s productos del camino 
biosintktico de las porfirinas incluyen a la vitamina B12, a1 sirohemo (grupo prostdtico de 
algunas nitrito y sulfito reductasas), a las bilinas (entre las que se encuentran 10s pigmentos 
fotosintkticos accesorios de Cyanophyta, Rhodophyta y Cryptophyta) y a1 cofactor quelante 
de niquel F430 (coenzima presente en bacterias metanoginicas, involucrada en la reduccidn de 
puentes metil-sulhro) (Beale 1978; Leeper 1985; Martins et al. 2001) (Figura 1 ) .  
Figura 1. Relaci6n entre la biosintesis de las clorofilas y otros pigmentos tetrapirr6licos. Tornado de 
Porra (1 997). 
Las clorofilas y el protohemo son 10s principles productos finales del camino de 10s 
tetmpirroles en plantas y en algas (Grimtn 1998). En estos organismos, el camino cornpleto de 
sintesis de las c l o r o h  se localiuuia exclusivamente en 10s pktidos, mientras que parte del 
protoporfirin6geno IX se exportaria a las xnkondrias y seria el precursor en la biosintesis 
del hemo (Gbmez-Silva et al. 1985; Smith et al. 1993; Jacobs y Jacobs 1993; Reinbothe y 
Reinbothe 19%) (Figura 2). Algunos h m d a r b s  &l camino de 10s tetrapirroles son 
conocidos fotosensi iores ,  usados como herbicidas y en terapia fotodin8mica. Cuando 
existe acumulaci6n de 10s rnismoq estos absorben energia radiante y producen especks 
reactivas de oxigeno (principalmente oxigeno singulete). Sin embargo, bajo condiciones 
normales de crecimiento, existe una fha regulaci6n que xnantiene controlada la concentraci6n 
de estos m t e s  de la biosintesis de las clorofilas y el herno, por lo que el riesgo de 
su.6-k dafIo fotooxidativo es bajo (Mock et al. 1998). 
Nlgara 2. Biosintesis de tetrapirroles en los cloroplastos y las mitocondrias de plantas y algas. Los 
primeros pasos del camino (desde glutamato haeta Proto IX) se localizan exclusivamente en el 
cloroplasto. A partir de ese punto, la biosintesis se ramifica hacia la sintesis del hemo mitocondrial y 
hacia el camino metab6lico de los tetrapirroles plastidiales (clorofilas y protohemo). Modificado a 
partir de Grimm (1 998). 
El primer precursor de la biosintesis de 10s tetrapirroles celulares es el ticido 6- 
aminolevulinico (ALA). La formacidn de este compuesto puede ocurrir por dos caminos 
diferentes (Figura 3 y Tabla 1). En animales y algunas bacterias, este paso involucra la 
condensaci6n de glicina con succinil-CoA para formar ALA y C02, mediante una reacci6n 
catalizada por la enzima ALA sintetasa (ALAS) (E.C.2.3.1.37). Si bien, algunos trabajos 
realizados en plantas y algas, han reportado la formaci6n de ALA via ALAS (Wider de Xifra 
et al. 197 1; Lombardo et al. 1988; Mayer y Beale 1992), tambidn existen trabajos, aplicando 
mttodos colorimdtricos y marcaci6n radioactiva, en 10s que no se ha podido detectar dicha 
actividad (Porra y Grimme 1974; G6mez-Silva et al. 1985). En plantas superiores, algas, 
cianobacterias y muchas bacterias fotosintdticas y no fotosinteticas el ALA se forma, 
principalmente, a partir de glutamato o de a-ceto-glutarato, en una ruta que involucra 3 
enzimas (Chen et al. 1990; Reinbothe y Reinbothe 1996; Santana et al. 1998). Esta ruta 
(Figura 3a), descripta por primera vez por Beale y Castelfranco (1973), se denomina "camino 
de 5 carbonos", para distinguirla de la que ocurre via ALAS, que se denomina "camino de 
Shemin o de 4 carbonos". En la ruta de 5 carbonos, primeramente, la glutamil tARN sintetasa 
activa a1 glutamato formando glutamil tARN (Schon el al. 1986), este dltimo es reducido por 
la glutarnil tARN reductasa NADPH-dependiente para formar glutamato-I-semialdehido 
(GSA) y, finalmente, el GSA es transaminado por una aminotransferasa para formar ALA 
(Wang et al. 1984; Sclmeegurt y Beale 1988). Ademtis se sugiri6 que, en un camino 
alternativo (Figura 3b), el glutamato es convertido en a-ceto-glutarato, que luego es reducido 
a y,&dioxovalerato (DOVA) y kste finalmente es transaminado, en presencia de un dador de 
grupos amino, por medio de la enzima DOVA transaminasa (DOVAT) (EC 2.6.1.43) para 
formar ALA (Klein et al. 1980; Castelfranco y Beale 1983; Leeper 1985; Breu y Dornemann 
1988). La existencia de este camino, via DOVAT, h e  detectada en algunas Chlorophyta 
como Scenedesmus obliquus (Breu y D6rnemann 1988; D6rnemann et al. 1990), Chlorella 
fusca (actualmente Scenedesmtrs abundans) (Meisch et al. 1983), Chlorella regularis (Shioi 
et al. 1984) y Chlorella vulgaris (Gassman et al. 1968) y en la Euglenophyta Euglena gracilis 
(Salvador 1978; Lombardo et crl. 1989). Los estudios realizados por Gassman et al. (1968), 
Meisch et al. (1983) y Lornbardo et al. (1989), revelaron que 17 aminoticidos distintos podian 
actuar como dadores de grupos an~ino durante la transaminacidn por DOVAT, siendo 10s m h  
efectivos el zicido L-glutamico, la L-alanina y la L-fenilalanina. Como se detalla en la Tabla 1, 
la ruta de 5 carbonos ha sido confirmada en plantas superiores y en distintos grupos de algas. 
Por otra parte, en Euglena (Weinstein y Beale 1983; Mayer et al. 1987; Lombardo et al. 1988) 
y en Scenedesmus obliquus (Klein et al. 1980), se ha postulado que coexisten las dos rutas de 
sintesis de ALA. El ALA que s h e  como precursor de las clorofilas se sintetizaria iinicamente 
por la ruta de 5 carbonos (Beale et al. 1981; Weinstein y Beale 1983; Okazaki et al. 1990), 
mientras que el ALA que se usa para la sintesis de tetrapirroles mitocondriales se formaria 
exclusivamente por la ruta del ALAS (Beale et al. 198 1 ; Weinstein y Beale 1983). 
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F'igura 3. Vias de sintesis del ALA propuestas para plantas y algas. (a): Camino de 5 carbonos a travh 
de GSA. (b): Camino de 5 carbonos a travb de y,6 - DOVA. Tornado de Castelfranco y Beale (1 983). 
Tabla 1. Distribucibn de 10s dos caminos de sintesis de ALA. 
Sintesis desde Glutamato o a-Cetoglutarato Sintesis desde Succinil CoA y Glicina 
- - - - - - - - - -- 
Bacteria 
Escherichia coli, Salt~iotiella typhimzrrium, Rhizobium melilotii, Rhodobacter spheroides, 
Bacillus subtilis, Chrontafium vinosum, Rhodospirillum rubrum, Bradyrhizobium japonicum, 
Prosthecochloris aesturii, Bacteroides Spirillum itersonii, Pseudomonas denitrificans, 
rumenicola-brevis, Clo.stridium Propionibacterium shermanii, Streptomyces 
tetanoniorphutn, Clostridiirni thermoaceticum, xanthochromogenus, Arthrobacter globiformis 
Eubacterizrm linioszmt, Arfhrobacter 
globiformis, Sulfolobus solfataricus, 
Methatiobacteriuni ther~noaiitotrophicum, 
Halobacterium salinarium 
Cyanophyta 
Anabaena variabilis, Anacystis nidulans, 
Spirulina platensis, Frenyella displosiphon, 
Synechococcus sp. PCC7002, Synechocystis sp. 
PCC6803 
Prochlorophyta 
Prochlorothrix hollandica 
Chlorophyta 
Chlamydonzonas reinhardlii, ChloreNafusca, 
Chlorella regularis, Chlorella vulgaris, 
Scenedesmzis obliquus 
Rhodophyta 
Cyanidiuni caldarium 
Euglenophyta 
Euglena gracilis 
Fungi 
Scenedesntus obliquus 
Euglena gracilis 
Saccharomyces cerevisiae, Torula utilis 
Bryophyta 
Camptothecium sp. 
Angiospermas 
Hordeum vulgare, Spinaca oleraceae, Zea 
mays, Cucurbita pepo, Triticum aestivum, 
Helianthus tuberosus, Arachis hypogea, 
Phaseolus vulgaris 
Teiidos animales 
mitocondrias 
Modificada de Kannangara et al. (1988) y ampliada en base a Porra (1997). 
A partir del primer precursor del camino, la sintesis contin6a con la condensaci6n de dos 
molCculas de ALA para dar un derivado pirdlico, el porfobilin6geno (PBG). Luego, a partir 
de este 61tim0, se forma el uroporfirin6geno I11 (Urogen 111), por la acciQ cooperativa de las 
enzimas Urogen I sintetasa y Urogen I11 cosintetasa. La conversi6n de Urogen I11 a 
coproporfirin6geno I11 (Coprogen III), se lleva a cabo por acci6n de la uroporfirin6geno 
decarboxilasa (UroD), en tanto que la coprogenasa cataliza la decarboxilacidn oxidativa 
(perdida de 2 molCculas de C02 y de 4 dtomos de hidr6geno) del Coprogen I11 para dar 
protoporfirin6geno IX (Protogen IX). La oxidaci6n de este filtimo (pdrdida de 6 dtomos de 
hidr6geno) lleva a la formaci6n de Proto IX, el precursor com6n para las clorofilas y el 
protohemo. La magnesio quelatasa y la ferroquelatasa insertan M ~ *  y ~ e *  en la Proto IX, 
entrando asi en el camino biosintdtico de las clorofilas y del hemo, respectivarnente. La Mg- 
Proto es modificada, secuencialmente, por la formaci6n de un quinto anillo isociclico y por 
reducciones de las cadenas laterales del anillo tetrapirr6lico. Finalmente, la clorofilida 
resultante es esterificada con fit01 para sintetizar clorofila a (Figura 1). 
La UroD (E. C. 4. 1. 1. 37) es la quinta enzima del camino metab6lico c o m h  del Hemo y de 
las clorofilas. Esta enzima cataliza la eliminaci6n secuencial de 10s 4 grupos carboxilos de las 
cadenas acdticas laterales del Urogen I11 (sustrato de 8 carboxilos) para finalmente producir el 
Coprogen I11 (de 4 carboxilos) (Jackson et al. 1976). En 10s organismos estudiados, se ha 
planteado que esta reacci6n ocurriria en dos etapas: 
V I  . v2 
(primera etapa) (segunda etapa) 
 
8 COOH + 7 COOH + 6 COOH ---+ 5 COOH + 4 COOH 
La primer etapa involucraria una rcipida eliminaci6n del primer grupo carboxilo (COOH) del 
Urogen I11 para dar un compuesto con 7 COOH (heptacarboxiporfirin6geno). En la segunda 
etapa se eliminarian secuencialmente 10s otros 3 grupos COOH dando hexacarboxi- 
porfirin6geno de 6 COOH (hexagen), pentacarboxiporfirin6geno de 5 COOH (pentagen) y, 
fmalmente, el Coprogen 111. La decarboxilaci6n del 7 COOH porfirinbgeno constituiria el 
paso velocidad limitante (Tomio et al. 1970; Garcia et al. 1973; Koopmann et al. 1986; Rios 
de Molina et al. 1987; Juknat et al. 1989). La UroD es una enzima clave de este camino 
biosintCtico. Todos 10s tetrapirroles celulares (clorofila, hemo, vitamina BI2, sirohemo y 
citocromos) derivan del Urogen 111, que precede a1 primer punto de ramificacibn de la via 
hacia estos compuestos. La C-metilacibn del Urogen I11 inicia la sintesis de la vitamina Biz, 
10s sirohemos y el cofactor quelante de niquel F430, mientras que su decarboxilaci611, por 
accidn de la UroD, lleva a la biosintesis del hemo, de las clorofilas y de las bacterioclorofilas 
(Mock et al. 1995; Martins et al. 2001). Por encontrarse en el primer punto de ramificaci6n 
del camino biosintetico de 10s tetrapirroles celulares, esta enzima esta potencialmente 
involucrada en el control del flujo de precursores a travCs de dl. Su regulaci6n debe garantizar 
un flujo continuo de precursores de porfirinas en respuesta a distintos factores end6genos y 
exbgenos, para asegurar una adaptacidn a las necesidades variables de productos 
tetrapirr6licos finales, durante el desarrollo del organismo, y para prevenir la acumulaci6n de 
estas molCculas, altamente fotorreactivas, que podrian producir dafio fotodinhmico celular 
(Grimm 1998; Martins et al. 200 1). 
Como se plante6 en el phrrafo anterior, debido a su ubicaci6n en el primer punto de 
ramificaci6n del camino metabblico de 10s tetrapirroles, la UroD es una enzima clave para la 
biosintesis del hem0 y de las clorofilas. Ademis, presenta caracteristicas que la convierten en 
una enzima muy particular: es la 6nica decarboxilasa conocida que no requiere cofactores 
(Dailey 1997; Whitby et al. 1998; Martins et al. 2001), cataliza 4 reacciones sucesivas para 
convertir su sustrato (Urogen 111) en su product0 final (Coprogen 111) (Koopmann et al. 1986; 
Nos de Molina et al. 1987; Martins et al. 2001) y es altamente sensible a metales, drogas y 
xenobi6ticos como 10s hidrocarburos aromhticos polihalogenados (HAPS) (de Verneuil et al. 
1983a; Kawanishi et al. 1983; Nos de Molina et al. 1987; Billi de Catabbi et al. 1991; 
Chaufan et al. 2001). La disminucidn de su actividad y desordenes a nivel del gen de la UroD, 
que llevan a la acumulaci6n de uroporfirina I11 (Uro 111) y de sus precursores (ALA y PBG), 
caracterizan a la enfermedad Porfiria CutAnea Tarda (Elder 1998) y a un desorden a d o g o  en 
plantas, conocido como fitoporfiria (Hu et al. 1998; Taylor 1998). Por todos estos motivos, la 
UroD ha sido ampliamente investigada en hurnanos y en distintos organismos de 
experimentaci6n. 
La UroD ha sido purificada a homogeneidad a partir de: la bacteria Rhodobacter sphaeroides 
(Jones y Jordan 1993), higado bovino (Straka y Kushner 1983), eritrocitos de pollo 
(Kawanishi et al. 1983), eritrocitos humanos (Elder et al. 1983; Mukerji y Pimstone 1992) y 
la levadura Saccharonzyces cerevisiae (Felix y Brouillet 1990). Se han estudiado algunas de 
sus propiedades en bacterias (Koopmann et al. 1986; Jones y Jordan 1993), en levaduras 
(Felix y Brouillet 1990), en aves (Tomio et al. 1970), en mamiferos (Phillips et al. 1997; Nos 
de Molina et al. 1999), en plantas de tabaco (Chen y Miller 1974) y en la Euglenophyta 
Euglena gracilis (Juknat et al. 1989). Recientemente, se ha reportado la estructura cristalina 
de una recombinante humana (Withby et al. 1998) y de la UroD de plantas de tabaco 
(Nicotiana tabacum; Martins et al. 2001), encontrando que se trataria de un barril (pa)s con 
una hendidura profunda que corresponde a1 sitio activo y que esti formada por 10s lazos 
presentes en 10s extremos C terminales de las cadenas del barril. Ademis, ya se conoce la 
secuencia de nucle6tidos que codifican para la UroD del hombre (Romeo et al. 1986), de la 
rata (Romana et al. 1987), de la Cyanophyta Synechococcus sp. (Kiel et al. 1990), de la 
levadura Saccharonzyces cerevisiae (Garey et al. 1992) y de las bacterias Bacillus subtilis 
(Hansson y Hederstedt 1992) y Escherichia coli (Nishimura et al. 1993). Los trabajos 
llevados a cab0 hasta principios de la ddcada del 90 indicaban que, en la mayoria de 10s 
organismos estudiados, la UroD presentaria una forma monomtrica de ca. 40 kDa de masa 
molecular (Felix y Brouillet 1990; Jones y Jordan 1993). Sin embargo, Kawanishi et al. 
(1983) y Seki et al. (1986) propusieron una estructura dimCrica para la UroD de pollo y, 
posteriormente, tambikn se postul6 una conformaci6n similar en humanos (Phillips et al. 
1997; Whitby et al. 1998) y en Nicotiana tabacum (Martins et al. 2001). Martins et al. (op. 
cit.), del anhlisis conjunto con 10s resultados obtenidos por otros investigadores, han 
propuesto que la formaci6n de un dimero seria una propiedad c o m h  en la farnilia de las 
proteinas UroD. Esta teoria esth sustentada por la ausencia de mutantes naturales para 10s 
residuos localizados en la interfase del dimero, por el grado relativamente alto de 
conservaci6n de 10s aminoicidos de las regiones de la proteina que intervienen en la 
dimerizacibn, por la asociacion de su actividad con una masa molecular correspondiente a1 
dimero, por la presencia de dimeros similares en la estructura cristalina de la UroD de tabaco 
y de la UroD humana y por cilculos de modelado molecular. 
Por otra parte, dentro de las algas, se ha demostrado la conversi6n de ALA o PBG a porfirinas 
en extractos libres de cClulas (Bogorad 1958; Carell y Kahn 1964) y se han descripto algunas 
de las propiedades fundamentales de la UroD parcialmente purificada de Euglena gracilis 
(Euglenophyta) (Juknat et al. 1989). TambiCn se ha demostrado que preparaciones de 
Chlorella (Chlorophyta) pueden catalizar la sintesis de coproporfirina I11 y Proto IX desde 
Urogen I11 (Bogorad 1958). Si bien se han utilizado cepas mutantes de este gCnero para 
estudiar la sintesis de clorofila, estos estudios se han centrado principalmente en 10s 
intermediarios que llevan a la formaci6n de esta dltima desde Proto IX (Granick 1971 ; Allen 
1971). Hasta la fecha, no se han realizado estudios especificos sobre la UroD en el gCnero 
Chlorella ni en ninguna otra Chlorophyta, existiendo como linico antecedente de la UroD de 
algas, el trabajo realizado en Euglena gracilis por Juknat et al. (1989). 
El gCnero Chlorella constituye una de las microalgas mhs ampliamente distribuidas en la 
naturaleza y las especies de ese gCnero forman parte del fitoplancton en todo tipo de 
ambientes acuhticos. Los estudios sobre la biosintesis de compuestos tetrapirr6licos en 
microalgas tienen una importancia primordial, ya que la clorofila del fitoplancton es la 
responsable de captar la energia luminica y convertirla en energia quimica, determinando la 
capacidad de desarrollo de las microalgas fitoplanct6nicas y proveyendo compuestos de 
carbon0 reducido, a1 resto de 10s organismos del ecosistema acuhtico. Por otro lado, se sabe 
que diversos xenobi6ticos, como 10s HAPs, ingresan en 10s ecosistemas acuhticos desde 
diferentes fuentes (por ej. pesticidas y residuos de la actividad de industrias quimicas) y 
pueden persistir en ellos por varios aiios (G6mez-Catalh et al. 1993; Muiioz et al. 1996). 
Estos compuestos tienen efectos carcinogCnicos y mutagCnicos, por lo tanto se 10s considera 
contaminantes ambientales altamente daiiinos o riesgosos (Semple et al. 1999). Las 
microalgas unicelulares, por ser sensibles a 10s xenobi6ticos, por poseer un ciclo de vida 
relativamente corto y por ser fhcilmente manipulables en cultivos de laboratorio, han sido 
usadas en la determinacibn de la toxicidad de este tipo de sustancias (Caux et al. 1996). Se ha 
informado que la bioacumulaci6n de HAPs en ellas es muy rhpida, cumpliendo un papel 
principal en la persistencia y entrada de estos xenobi6ticos en la cadena alimentaria del 
ecosistema acuhtico (Mufioz et al. 1996). Sabiendo que la UroD es inhibida in vivo por HAPs, 
la puesta a punto de la determinaci6n de su actividad en Chlorella kessleri permitiria disponer 
de una nueva herramienta para detectar este tipo de contaminantes ambientales. 
Otro aspect0 interesante, de las microalgas en general y del gCnero Chlorella en particular, es 
el potencial valor biotecnolbgico, que dia a dia se pone mhs de manifiesto. En 10s ultimos 
aiios han recobrado renovado impulso en el mundo las investigaciones relacionadas con el uso 
de cultivos de microalgas en Biologia Aplicada. Los principales esherzos se han dirigido a su 
utilizaci6n como fuente de alimento, como biofertilizante, para el tratamiento de efluentes 
cloacales y residuos industriales y para la obtenci6n de nuevos f h a c o s ,  vitaminas, 
pigrnentos, antibibticos, etc. (Borowitzka y Borowitzka 1988; Borowitzka 1995; Apt y 
Behrens 1999). La sintesis y la excreci6n de metabolitos en las algas dependen del balance 
entre la producci6n y la utilizaci6n de sus productos fotosintCticos (Borowitzka y Borowitzka 
1988), por lo que la regulacibn de la sintesis de la clorofila estaria involucrada en dicho 
balance. El estudio y 10s conocimientos sobre este camino pueden ayudar a la comprensi6n y 
a1 manejo de la produccidn de determinados metabolitos de interis industrial, que 
normalmente son excretados a1 medio y, algunos de 10s cuales, han mostrado poseer actividad 
biol6gica (Borowitzka 1995; Juirez y Accorinti 1995; Apt y Behrens 1999). 
Teniendo en cuenta que 10s principales pasos regulatorios del carnino biosintitico del 
hem0 y de las clorofilas se encuentran en el comienzo del carnino (sintesis de ALA) y 
en el punto previo a su ramificaci6n que es catalizado por la UroD (donde tendria 
lugar el control de metabolitos para regular el rendirniento y pennitir la coordinaci6n 
con la sintesis de apoproteinas) (Grimm 1998), se estableci6 como objetivo de esta 
parte del trabajo de tesis, estudiar dichos puntos claves en Chlorella kessleri. En el 
presente capitulo, se exponen 10s trabajos realizados para llevar a cab0 el aislarniento 
y la purificacidn parcial de la UroD de la cepa BAFC CAlO de Chlorella kessleri 
(Trebouxiophyceae, Chlorophyta), aislada de la Laguna Verde (Copahue, Neuquin, 
Argentina). Ademas, se describen por primera vez algunas de las propiedades bhicas 
y las condiciones dptimas para realizar 10s ensayos de actividad de esta enzima. Por 
otra parte, se presentan 10s resultados de 10s estudios comparatativos sobre las 
distintas vias que podrian llevar a la sintesis del primer metabolito, el ALA. Para ello, 
se llevaron a cab0 las determinaciones de actividad ALAS y DOVAT en extractos 
crudos obtenidos de la misma cepa. 
11.2. MATERIALES Y METODOS 
Los estudios desarrollados en este capitulo, heron realizados con la cepa axCnica BAFC 
CAlO de Chlorella kessleri Fott y Novhkovh (Trebouxiophyceae, Chlorophyta), aislada de la 
Laguna Verde, Complejo Termal Copahue (NeuquCn, Argentina), segdn lo especificado en 
Materiales y MCtodos del Capitulo I. 
11.2.1. Caracteriznciijn del crecimiento de C. kessleri en cultivo 
Dado que la realizacibn de estudios enzimiticos requiere trabajar con una biomasa 
considerablemente alta, se estudi6 el crecimiento de C. kessleri en cultivos en lote en medio 
BBM con y sin el agregado de fuente orghica de carbono. Para ello, se establecieron cultivos 
axCnicos liquidos en 1.000 ml de medio BBM y en 1.000 ml de medio BBM glucosa 
(Materiales y MCtodos, Cap. I) y se mantuvieron en un agitador orbital (210 rpm) a 23" C (+ 
l o  C) bajo luz continua (80 pmol fotones. m'*. s-') (condiciones estindares). Los cultivos se 
iniciaron sembrando 10 ml de un precultivo en BBM liquido que crecid durante 2 semanas 
bajo condiciones esthndares y se estim6 su crecimiento a lo largo de 37 dias o mB, tomando 
alicuotas de 1 ml de cada cultivo en condiciones de esterilidad, previa homogeinizaci6n por 
agitaci6n. El aumento de biomasa se estim6 midiendo la densidad bptica de una alicuota bien 
homogeinizada del cultivo, en un espectrofotdmetro Shimadzu UVIvis a 600 nm, contra un 
blanco de agua destilada, y mediante recuento celular en c h a r a  de Neubauer (Pfibil y 
Marvan 1979; Booth 1995). Se contaron tantas alicuotas como fuera necesario como para que 
el error de recuento (E = [S (nlR . x).'] . t (,,-1 ; resultara menor a1 10%. AdemB, 
peribdicamente se hicieron controles de axenicidad, de acuerdo a lo especificado en 
Materiales y MCtodos del capitulo I. Los parhetros estimados se utilizaron para graficar la 
densidad 6ptica a 600 nm vs. tiempo y el log. No cClulas/ml vs. tiempo. Ademas, se estim6 la 
tasa de crecimiento como p = (In Nf - In Ni)/dia (donde Nf = N h e r o  final de cClulas y Ni = 
n h e r o  inicial de cClulas), y se grafic6 su variaci6n en h c i 6 n  del tiempo. 
11.2.2. Extractos enzinta'ticos 
Se realizaron cultivos liquidos en erlenrneyers conteniendo 1.000 ml de medio BBM glucosa 
(Materiales y MCtodos, Cap. I) y se mantuvieron en un agitador orbital (210 rpm) a 23" C (f 
lo  C) y bajo luz continua (80 pmol fotones. m-2. ss.'). Antes de la cosecha para la preparaci6n 
de 10s extractos enzimaticos, se tomaron alicuotas de 10s cultivos, para estimar su biomasa por 
determinaci6n del contenido de clorofila, peso seco y recuento celular en c h a r a  de 
Neubauer. El contenido de clorofila a fue calculado por analisis espectrofotomc5tricos de 
extractos en acetona 90 % (vlv), de acuerdo a1 mCtodo de Marker et al. (1980). 
En la Figura 4 se esquematiza la marcha general de obtenci6n de 10s extractos enzimaticos, a 
partir de 10s cultivos algales. Las ctlulas se cosecharon por centrifugaci6n a 5.000 x g durante 
20 minutos a 10s 5, 15 ylo 25 dias de crecimiento (fase de crecimiento exponencial, 
exponencial tardia y estacionaria, respectivarnente). Luego, se lavaron 2 veces con buffer 
fosfato de potasio 0,134 M pH 6,5 (cuando se utilizarian para estudios de UroD o ALAS) o 
con buffer fosfato de sodio 0,05 M pH 7,4 (cuando se utilizarian en 10s estudios de DOVAT). 
Se resuspendieron en el minimo volumen del mismo buffer y se sonicaron durante 160 
segundos totales, usando un homogeinizador ultras6nico Cole Parmer CP600 4710. El 
procedimiento se realizo aplicando ultrasonido en intervalos de 20 segundos, alternando con 
igual period0 de enfriamiento en hielo, para evitar el calentamiento y la desnaturalizaci6n de 
las proteinas. La efectividad del metodo se control6 mediante observaciones con microscopio 
6ptico y en todos 10s casos result6 entre un 60 % y 70 % de eficiencia. Este "homogenato 
celular crudo" se utiliz6, inmediatamente despuCs de preparado, como fuente enzimhtica para 
10s ensayos de actividad ALAS, o se centrifugd por 20 minutos a 11.000 x g para separar 10s 
restos celulares y las ctlulas intactas. El sobrenadante obtenido se suplement6 con inhibidores 
de proteasas (ditriotreitol IpM, benzamidina 0,2 mM y fluoruro de fenilmetil sulfonilo 0,5 
mM) y luego se us6 colno extract0 enzimitico ("sobrenadante de homogenato") para 10s 
ensayos de actividad DOVAT y UroD. Todos 10s procedimientos se realizaron a 4" C. 
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Flgura 4. Marcha general de preparacibn de 10s extractos emhiticos. 
11.2.3. Estudios sobre la UroD 
11.2.3.1. Separaci6n y cuantificaci6n de las porfirinas metil-6ster por HPLC 
La separaci6n de las distintas porfirinas, se realiz6 aplicando la tCcnica de crornatografia 
liquida de alta resoluci6n. Para ello se utiliz6 un HPLC de Waters Associates, con detector de 
absorbancia a 405 nm, equipado con una columna pPorasil (30 x 0,4 cm). Corno solvente de 
eluci6n se us6 una mezcla de acetato de etilo: n-heptano (50: 50, vlv), a un flujo de 1,5 
mllmin., a 700 psi. Las metil-porfirinas se cuantificaron en base a las Areas que quedan por 
debajo de 10s picos correspondientes, utilizando 10s coeficientes determinados por Billi de 
Cattabbi et al. (1 99 1). 
11.2.3.2. Ensayos de actividad UroD 
El sustrato (Urogen 111) se prepar6 por reducci6n de Uro I11 (Porphyrins Products) de acuerdo 
a1 mCtodo de Mauzerall y Granick (1958). Brevemente: la Uro I11 se disolvi6 en NaOH 25 
mM y se coloc6 en un tubo con tapa esmerilada. La reducci6n se llev6 a cab0 durante 2 - 3 
rninutos en oscuridad, bajo luz roja, agregando amalgama de sodio' a1 3 % en m a  proporci6n 
de 1 g/ml. Dentro de ese periodo, la soluci6n se torn6 incolora y, para asegurar la reducci6n 
completa de la Uro I11 a Urogen 111, se continu6 con la reacci6n por 2 - 3 minutos miis. La 
soluci6n obtenida se filtr6 inrnediatarnente a travCs de una placa filtrante y se ajust6 su pH a 
6,5 - 6,7 con H3P04 a1 40 % (plv). Estos 6ltimos pasos se realizaron bajo m a  corriente de 
nitr6geno gaseoso, para mantener el medio anaerobio. 
La mezcla esthdar de incubaci6n contenia (salvo indicacibn), en un volumen final de 1 ml: la 
muestra enzirniitica ("sobrenadante de homogenato" o fracciones precipitadas con sulfato de 
amonio resuspendidas en buffer y dializadas), Urogen I11 0-5 pM, GSH 1 rnM y iicido 
etilendiaminotetraadtico (EDTA) 0,l mM, en buffer fosfato 0,067 M pH 6,5 (salvo 
indicaci6n). Las incubaciones se llevaron a cab0 en oscuridad y en anaerobiosis, en tubos de 
Thungberg, con agitaci6n meciinica, a 37" C por 20 minutos (salvo indicaci6n). En todos 10s 
casos se realizaron blancos a tiernpo cero y blancos con Urogen I11 y sin enzima. La reacci6n 
se detuvo con HC1 concentrado hasta m a  concentraci6n final de 5 % (plv). 
La arnalgama de sodio se prepard calentando aproximadamente 30 g de mercurio a 30-40°C. en una c5psula de porcelana. 
En la masa fundida se introdujo 1 g de sodio en trozos, previamente secados en papel de filtro. Luego se dej6 enfriar y la 
mezcla endurecida se triturd en trozos medianos y se guard6 en un fiasco cerrado, en desecador. 
Una vez precipitadas las proteinas, 10s productos de decarboxilaci6n formados durante la 
reaccidn y el sustrato remanente se oxidaron a sus respectivas porfirinas por exposici6n a la 
luz y a1 aire. Los extractos conteniendo 10s productos oxidados, se filtraron y se secaron en 
desecador a1 vacio (en presencia de CaC12 y NaOH) a temperatura ambiente y en oscuridad. 
Las porfirinas secas se esterificaron con MeOH : H2SO4 (19 : 1, VIV) por 24 hs en oscuridad, a 
temperatura ambiente, y luego se extrajeron con cloroformo, se concentraron a bafio Maria a 
presidn reducida y se almacenaron en oscuridad, a temperatura ambiente, hasta su separaci6n 
y cuantificaci6n por HPLC, seglin lo especificado en el item 11.2.3. 1. 
La actividad UroD se expres6 como nmol de Urogen I11 decarboxilado/mg proteinash 
(primera etapa) o como nmol de Coprogen I11 producidolmg proteinas/h (segunda etapa). 
La concentraci6n de proteinas se determin6 por el mdtodo de Bradford (1976), usando 
seroalbhnina bovina como estindar. 
Todos 10s experimentos se repitieron a1 menos tres veces por duplicado y 10s resultados se 
expresaron como la media It DS. 
11.2.3.3. Actividad UroD en funcidn del estado de crecimiento de los cultivos 
Se realiz6 un estudio de la actividad UroD de extractos enzimiiticos crudos, obtenidos de 
cClulas en distintas etapas de crecimiento. Estos ensayos fueron realizados como se describe 
en el punto 11. 2. 3. 2., utilizando como fuente enzimhtica, el "sobrenadante de homogenato" 
obtenido de cClulas provenientes del mismo cultivo y cosechadas a 10s 5, 15 y 25 dias 
posteriores a la inoculacibn. 
11.2.3.4. Purifcacibn parcial de la UroD 
Todos 10s procedimientos se realizaron a 4" C. El "sobrenadante de homogenato" obtenido de 
c6lulas en fase exponencial de crecimiento, h e  sometido a una precipitaci6n fkaccionada entre 
20-70 %, 30-70 % y 40-70 % de saturacibn con sulfato de arnonio (SSA). Las fracciones 
precipitadas se separaron por centrifugacibn a 10.000 x g durante 30 minutos y 10s 
precipitados resultantes se almacenaron a -20" C hasta su uso. Cada fracci6n se disolvi6 en un 
minimo volumen de buffer fosfato de potasio 0,005 M (pH 6,5), se dializ6 durante toda la 
noche contra el mismo buffer, a 4" C, a travds de una membrana de diilisis P-10 y se utiliz6 
como fuente enzimhtica para 10s ensayos de actividad UroD. 
11. 2. 3. 5. Efecto de las condiciones de ensayo y del almacenamiento sobre la actividad 
UroD 
Para encontrar las condiciones 6ptimas para la determinaci6n de la actividad UroD en C. 
kessleri, se llevaron a cab0 estudios utilizando como muestra enzimhtica la fiacci6n 30-70 % 
SSA. Se estudi6 la actividad en funci6n de: la concentraci6n de proteinas (0 - 1 mg/ml), la 
concentraci6n de sustrato (0 - 5 pM), el pH (5,s - 7,2), el tiempo (0 - 30 minutos) y la 
temperatura de incubaci6n (0 - 65" C). 
Para probar la estabilidad de las preparaciones enzimhticas, se midi6 la actividad de la 
fiacci6n 30-70 % SSA a 10s 14 dias y a 10s 2 meses de almacenarniento a -20" C 
11.2.3.6. Energia de activacidn de la reaccidn catalizada por la UroD 
Para calcular la energia de activaci6n (E), se grafic6 el log vi (nmol Urogen I11 decarboxiladol 
mg proteinasl h) en hnci6n de la inversa de las temperaturas absolutas (entre 8" C y 45" C, 
donde vi present6 una relaci6n lineal con la temperatura, r2 = 0.9934) y se aplic6 la ecuaci6n 
de Arrhenius (Wilkinson 1 980): 
Donde R = 8,3 15 J/mol."K, T= temperatura absoluta ("K), E= energia de activaci6n (Jlmol) 
Calculando la pendiente que se obtiene del grX~co de Arrhenius para las temperaturas entre 8" 
C y 45" C y, despejando de la f6rmula anterior, se obtiene que: 
11.2.3.7. Inmunodeteccidir (Western Blot) 
Para poder detectar la proteina UroD en 10s extractos enzimaticos de C. kessleri, se aplic6 la 
tCcnica de inmunodetecci6n, como se describe a continuaci6n: 
El "sobrenadante de homogenato" y 10s precipitados 30-70 % y 40-70 % SSA (previamente 
dializados), heron sujetos a electroforesis desnaturalizante en gel de poliacrilamida con 
dodecil sulfato de sodio (SDSPAGE). Las proteinas se transfirieron electroforc5ticarnente 
desde el gel a una membrana de nitrocelulosa, mediante el empleo de una celda Bio-RAD con 
hodo de titanio recubierto de platino, para transferencias semi-htimedas, en buffer Tris- 
glicina2 pH 9,2. La transferencia se llev6 a cabo durante 1 h, a un voltaje constante de 15 V y 
una corriente limite de 5,5 m ~ l c m ~ .  Una vez finalizada la transferencia, se bloquearon 10s 
sitios inespecificos por tratamiento con leche descremada 5 % (plv), en buffer TTBs~ 100 
mM (pH 73) durante toda la noche a 4" C. Luego se incub6 la membrana durante dos horas y 
media con el primer anticuerpo anti - UroD de higado de rata (generosamente cedido por la 
Lic. Gabriela Chaufan), en buffer TTBS, con agitaci6n. A continuaci6n, se realizaron una 
serie de 5 lavados con buffer TTBS y luego se incub6 la membrana, durante una hora con 
agitacibn, con una soluci6n en TTBS del segundo anticuerpo IgG anti-conejo conjugado con 
biotina (1 : 1000) (Sigma). Se repitieron 10s lavados con buffer TTBS y se volvi6 a incubar 
por una hora con el complejo ExtrAvidina conjugada a peroxidasa (Sigma). Luego se revel6 
con diaminobenzidina (DAB), sustrato de peroxidasa (Sigma ~ a s t ~ ~ ) .  Finalmente, se lav6 con 
agua destilada, para detener la reacci6n. 
La electroforesis se realizd s e g h  la tkcnica descripta por SchZigger y von Jagow (1987) para 
proteinas de bajo peso molecular. Las proteinas se separaron sobre minigeles (7 cm x 8 cm x 
0,75 rnm), usando poliacrilarnida 4 % para el gel concentrador y 10 % para el gel de corrida. 
Las muestras sembradas (conteniendo 30 pg de proteinas), se trataron previamente con un 
volurnen igual de "buffer de tratamiento de la muestra" y se calentaron a baiio Maria por 3 
rninutos. Las corridas se realizaron a un voltaje de 80 V durante el pasaje de la muestra por el 
gel concentrador (20 minutos) y de 100 V para la separacibn posterior (1 hora). Las proteinas 
se revelaron con Azul brillante de Coomassie R250 (Sigma) 0,4 % (plv) en metanol-acido 
acktico-agua (30: 1 0: 60). 
* buffer Tris-glicina: 3,3 g Tris, 14,4 g glicina, llevar a 800 ml con agua bidestilada y agregar 200 ml de rnetanol. 
' buffer 'ITJ3S 100 mM: Tris-HCI 100 mM, NaCl0,9 %, Tween 20 0,l %. 
' "buffer de tratamiento de la muestra": Tris-HCI 0,125 M, glicerol20 % (vlv), SDS 4 % (plv), P-rnercaptoetanol 10 % (vlv), 
azul de bromofenol0,O 1 % (plv). 
Para poder estimar el peso molecular de las proteinas inmunorreactivas, en cada gel se corrib, 
paralelamente, el kit "BenchMark Prestained Protein Ladder" (Gibco) conteniendo 
marcadores de PM preteiridos de 9, 14, 20, 25, 38, 51, 62, 84, 116 y 184 kDa. Los pesos 
moleculares se determinaron mediante una curva de calibracibn, obtenida a1 graficar el log del 
PM de las proteinas marcadoras en funci6n de sus Rf (distancia recorrida por la 
muestra/distancia recorrida por el frente). 
11.2.4. Estudios sobre la sintesis de ALA 
Para determinar la ruta de sintesis de ALA que opera en C. kessleri, se llevaron a cab0 
ensayos de deteccibn de la actividad ALAS en "homogenato celular crudo" y de DOVAT en 
"sobrenadante de homogenato", obtenidos a partir de cClulas en la fase exponencial de 
crecimiento. 
11.2.4.1. Ensayos de la actividad ALAS 
Ensayos preliminares incubando "homogenatos celulares crudos", conteniendo menos de 1 
mg proteinas, en presencia de glicina con y sin sistema generador de Succinil CoA, dieron 
resultados de deteccibn de actividad dudosos. Se procedi6, entonces, a realizar 10s ensayos 
aurnentando la cantidad de proteinas incubadas y sin sistema generador de Succinil CoA, 
presuponiendo que el homogenato contenia todo el sistema necesario para la sintesis de 
Succinil CoA y de ALA (Mauzerall y Granick 1956). 
La mezcla estkndar de incubaci6n contenia, en un volumen final de 2 ml: 0,5 ml de la muestra 
enzimhtica ("homogenato celular crudo"), glicina 100 mM y EDTA 10 mM, en buffer Tris 
0,08 M (pH 7,2). Las incubaciones se llevaron a cab0 por 1 h, a 37' C, con agitacibn. En todos 
10s casos se realizaron controles a tiempo cero (para restar el contenido de ALA endbgeno). 
La reaccibn se detuvo agregando Acid0 tricloroac6tico hasta una concentracibn final de 5 % 
(ptv), para producir la precipitacibn de las proteinas. Las muestras desproteinizadas se 
mantuvieron en hielo por 30 minutos, se centrifugaron a 5.000 x g durante 10 minutos y se 
cuantific6, en el sobrenadante, el ALA formado. 
La actividad ALAS se expresb como nmol de ALA producidolmg proteinas/'. El ensayo se 
repiti6 dos veces por duplicado y el resultado se expresb como la media If: DS. 
11.2.4.2. Cuantificncidn del ALA formado 
El product0 de reacci6n (ALA) se midi6 espectrofotomCtricamente de acuerdo con la tkcnica 
de Mauzerall y Granick (1956). Para ello, 1 ml del sobrenadante (de 10s incubados y de 10s 
controles a tiempo cero, ajustados a pH 4,6 con NaOH 3N), se combinaron con 1 ml de buffer 
acetato de sodio 1 M pH 4,6, mhs 50 pl de acetilacetona. DespuCs de mezclar, las muestras se 
calentaron a 100" C por 10 minutos y luego se dejaron enfriar a temperatura ambiente. La 
soluci6n resultante, se combin6 con un volumen igual de reactivo de Ehrlich modificadoS y a 
10s 10 minutos se ley6 la absorbancia a 554 nm en un espectrofot6metro Shimadzu UVIvis. 
Para determinar la absorbancia neta, se rest6 la absorbancia de 10s controles a tiempo cero de 
la absorbancia de 10s incubados y el ALA se cuantific6 de acuerdo con la siguiente ecuaci6n. 
Ass4 neta x Vs x diluci6n x lo6 
nrnoles ALAI ml = 
6,l x lo4 x ~m 
Donde Vs es el volumen del sobrenadante; Vm el volumen incubado de la muestra enzimhtica 
y 6,l x 1 o4 el coeficiente de extincidn molar. 
11.2.4.3. Ensayos de nctividad DOVAT 
Los ensayos se realizaron de acuerdo a1 mitodo descripto por Lombardo et al. (1988), con 
ligeras modificaciones. La mezcla esthdar de incubaci6n contenia, en un volumen final de 1 
ml: 0,6 ml de la muestra enzimktica ("sobrenadante de homogenato"), DOVA 3 mM y alanina 
166,7 rnM o Bcido gluthico 166,7 mM, en buffer fosfato de sodio 0,l M, pH 7,4. Las 
incubaciones se llevaron a cab0 a 37" C, durante 1 h con agitaci6n. En todos 10s casos, se 
realizaron blancos con enzima y sin sustratos (DOVA, Bcido gluthico, alanina). La reaccidn 
se detuvo agregando Bcido tricloroacCtico hasta una concentraci6n final de 5 % (plv), para 
producir la precipitacidn de las proteinas. Las muestras se mantuvieron en hielo por 30 
minutos, se centrifugaron a 5.000 x g durante 10 minutos y se procedi6 a cuantificar el ALA 
formado, de acuerdo a lo especificado en el item 11. 2. 4. 2. (tomando como absorbancia neta 
la absorbancia de 10s incubados menos la del blanco correspondiente). 
Reactivo de Ehrlich modificado: I g de pdimetilaminobenzaldehldo se disuelve en 30 ml de hcido acttico glacial. Luego se 
le agregan 8 ml de Acid0 percldrico 70 % (vlv) y se completa a 50 ml con Bcido adtico glacial (Mauzerall y Granick 1956). 
La actividad DOVAT se expres6 como nmol de ALA producido/mg proteinaslh. El ensayo se 
realiz6 por duplicado y el resultado se expres6 como la media If DS. 

F'igura 6. Variacibn de la tasa de crecimiento ( p = [In Nf- In Ni]/dia ) en funcibn del tiempo de cultivo. 
Nr Niunero fintrl de dlulas. Ni = numero inicial de dlulas. 
El crecimiento de Chlorella kessleri en el rnedio hinerd sin el agregado de una fbente de 
carbono orggnica, fue mucho miis lento que en el medio con agregado de glucosa (Figura 7). 
Si tomarnos 10s resultados semanalmente, en este caso tambibn puede delimitarse una fase de 
crecimiento exponential hasta la segunda o term semana, seguida tk aaa fase de cr-ecimiento 
estacionaria. Ademhs, la biornasa alcanzada en este medio de cultivo es aproximadamente un 
orden de magdud menor que la a l c d  en BBM glucosa (34,95 xloS vs. 3 1533 x 10' 
chladml, a 10s 35 dias). 
En ninguno de 10s dos medios de cultivo se registr6 una fase lag o fhse de espera, previa al 
inicio de la fke de crecimiento exponential. 
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Figura 7. Crecimiento de Chlorella kessleri en hci6n del tiempo, en medio BBM. (-A): log No 
cClulas/rnl. (-+--): DO 600 nrn. 
11.3.2. ~ r a c t o s  enzimriricos 
Dada la corta vida media de la enzima ALAS, inforrnada para otros sistemas biolhgicos (Beale 
1971; Dailey 1997), se decidi6 realizar su determinacihn sobre el homogenato total, 
rninimizando asi el tiernpo de tratarniento de la muestra, desde la ruptura de las cklulas hasta el 
momento de la incubacion. Por otra parte, para determinar la actividad UroD y DOVAT se us5 
el sobrenadante de homogenato, dada la mayor estabilidad de estas enzirnas y la mayor 
homogeneidad de las muestras, lo que aurnentb la reproducibilidad de 10s resultados. En 10s 
tres caws se lograron resultados reproducibles y con una buena diferencia entre 10s valores de 
las determinaciones y 10s vabres de sus correspondientes blancos. 
11.3.3. Estudios sobre la UroD 
11.3.3. 1. Separacidn de los productos de la actividad UroD y de la clorofila por HPLC 
En primer lugar, se debi6 optimizar el m6todo de separaci6n por HPLC de 10s productos 
finales de la incubaci6n de la UroD y de la clorofila end6gena de las muestras enzimtiticas. 
Esto se decidid debido a que, durante las primeras experiencias para determinar la actividad 
UroD de sobrenadantes de homogenatos, se comprob6 que en 10s cromatogramas siempre 
aparecia una sefial a tiempos de retenci6n muy cortos (muy cercano a1 de Copro 111), cuya 
intensidad no cambiaba con las distintas variables ensayadas. En estas primeras experiencias 
se utilizaba, como solvente de eluci6n, una mezcla de acetato de etilo: n-heptano (40: 60, vlv). 
Teniendo en cuenta que 10s extractos enzimhticos tenian un alto contenido de clorofila y que 
esta tiene un pic0 de absorcidn en la zona cercana a1 pico Soret de las porfirinas, era posible 
que la sefial se debiera a1 contenido end6geno de este pigmento en la preparaci6n enzimtitica. 
Se decidib, entonces, variar la relaci6n entre 10s solventes de la mezcla de eluci6n y aplicarla a 
la separaci6n de 10s componentes de una mezcla esthndar de Clorofila a (de Anacystis 
nidulans, de Sigma Co.) y Copro I11 (de Porphyrins Products). El solvente de eluci6n se fue 
enriqueciendo en el componente m b  polar, hasta llegar a una relacidn 50: 50 (vlv), con la que 
se log6 una buena separaci6n de la Copro I11 y de la clorofila, con una diferencia de -1,l 
minutos entre sus tiempos de retenci6n (Figura 8). Se procedi6, entonces, a aplicar este 
solvente a la separaci6n de 10s productos de decarboxilaci6n producidos por el sobrenadante 
de homogenato y por las distintas fiacciones precipitadas con sulfato de amonio. Los perfiles 
de HPLC de 10s productos provenientes de 10s incubados y de 10s blancos a tiempo cero, 
demostraron que, tanto el sobrenadante de homogenato como el precipitado 20-70 % SSA, 
contienen clorofila (Figuras 9 y 10) y que su pico se separa satisfactoriamente con el solvente 
empleado (Figura 10). Mientras que 10s perfiles de 10s productos de 10s incubados y de 10s 
blancos a tiempo cero, de 10s precipitados 30-70 % y 40-70 % SSA, no presentaron el pico 
correspondiente a la clorofila end6gena (Figuras 1 1 y 12). 
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Figura 8. Perfil cromatogrlfico, obtenido por HPLC, de una mezcla de esthndares de clorofila a (Clf) 
y coproporfirina I11 (Copro 111), eluidas con n-heptano: acetato de etilo (1:1, v/v). SS, seiIal del 
solvente. 
Figura 9. Perfil tipico de separaci6n por HPLC de las porfirinas presentes en 10s blancos a tiempo 
cero, del sobrenadante de homogenato y de la fracci6n 20 - 70 % SSA, eluyendo con n-heptano: 
acetato de etilo (I:], vlv). Se observa una sefial correspondiente al sustrato (8 COOH) y una seilal 
correspondiente a la clorofila (Clf). SS, seilal del solvente. 
Figura 10. Perfil tipico de separacion por HPLC de 10s productos formados durante la incubaci6n del 
sobrenadante de homogenato o de la fracci6n 20 - 70 % SSA, con Urogen 111 como sustrato. La 
incubacibn y la separacion de las porfirinas se realkt5 como se detalla en Materiales y Mdodos. La 
columna cromatogrhfica se eluy6 con n-heptano: acetato de etilo (1 :I, v/v). Ademis de las seilales 
correspondientes al sustrato remanente (8 COOH), product0 final (4 COOH) e intermediaries (7, 6 y 5 
COOH), se observa la sefial correspondiente a la clorofila (Clf). SS, seilal del solvente. 
Figura 11. Perfil tipico de separaci6n por HPLC de las porfirinas presentes en 10s blancos a tiempo 
cero de las fracciones 30 - 70 % y 40 - 70 % SSA, eluyendo con n-heptano: acetato de etilo ( I :  1, 
vlv). SS, sefial del solvente. 
Fiura 12. Perfil tipico de separacidn por HPLC de 10s productos formados durante la incubacidn de 
la UroD de C. kessleri parcialmente purificada (fiacci6nes 30 - 70 % y 40 - 70 % SSA), con Urogen 
111 como sustrato. La incubacidn y la separaci6n de las porfirinas se realizc5 como se detalla en 
Materiales y M6todos. La columna cromatografica se eluy6 con n-heptano: acetato de etilo (1: 1, vlv). 
8 COOH, sustrato remanente; 4 COOH, product0 final; 7, 6 y 5 COOH, intermediaries; SS, seiial del 
solvente. 
11.3.3.2. Ensayos de actividad UroD 
El analisis de 10s cromatogramas de 10s ensayos de la actividad UroD de C. kessleri, mostr6 
que la decarboxilaci6n del Urogen I11 procede a travds de la formaci6n de porfirin6genos 
intermediarios de 7, 6 y 5 COOH, con prevalencia de la heptacarboxiporfirina (Figura 12, 7 
COOH). 
11.3.3.3. Actividad UroD en funcidn del estado de crecimiento de 10s cultivos . 
Como se especific6 en Materiales y MCtodos (item II.2.3.3), para determinar la influencia de 
la etapa de desarrollo de C. kessleri en la actividad UroD, se realiz6 un estudio de la actividad 
de sobrenadantes de homogenato obtenidos de cClulas en distintas fases de crecimiento. 
Estos estudios mostraron que la actividad UroD alcanz6 un pico en 10s cultivos de 5 dias, que 
corresponden a la fase exponencial de crecimiento (30 x lo6 cdl./ml; 1,2 mg peso secolml y 
9,4 x 10" pg clorofila a por cdlula) (Figura 13, barra de la izquierda). A mayores tiempos de 
crecirniento, tanto en la fase exponencial tardia (43,9 x lo6 cCl./ml; 3,9 mg peso seco/ml y 
5,49 x 10" pg clorofila a por cClula) como en la fase estacionaria (45,2 x lo6 c61.lml; 5,5 mg 
peso secolml y 2,47 x 10" pg clorofila a por cklula), la actividad UroD disminuy6 
marcadamente (Figura 13, barra central y derecha, respectivamente). Ademb, la 
determinaci6n del contenido de clorofila de 10s cultivos (pg clorofila a por cdlula) mosb-6 una 
evoluci6n paralela a la actividad UroD (Figura 13, datos entre pardntesis). Por estos dos 
motivos, se consider6 adecuado llevar a cab0 el aislamiento y el estudio de las caracteristicas 
de la UroD de este organism0 partiendo de cultivos en fase exponencial de crecimiento. 
Tlempo de creclmiento (dlas) 
Figm 13. Actividad especifica de la UroD de ChIoreIla kessleri en distintas fases de crecimiento. Los 
ensayos heron realizados como se describe en Materiales y M&odos, usando sobredante de 
homogenato como fimte emhdtica (0,25 mg protehadml) y 7 pM Urogen I11 como sustrato. La 
actividad especifica de la prirnera etapa (barras) se expresa como la media f SD. --e- Crecimiento de 
C. kessleri como nhero  de cdlulaslml. Datos entre parhtesis, contenido de clorofila a por dlula (pg 
clorofila alcdl.). 
11.3.3.4. Punturacwn parcial 
La Tabla 2 muestra 10s resultados de la pudicacibn parcial de la UroD de Chlorella kessleri. 
La actividad especifica de la prirnera etapa aument6 1,64 veces y 1,9 veces, con una 
recuperacibn total de 48 % y 13 % en las fiacciones 30-70 % y 40-70 % SSA, 
respectivamente. La actividad especifica de la segunda etapa aument6 1,72 veces y 2,00 veces 
con una recuperacibn total del 50 % y 14 % en las fiacciones 30-70 % y 40-70 % SSA, 
respectivamente. Tambikn se ensay6 el rango 20-70 % SSA (datos no mostrados), pero esta 
hwidn  mostr6 un grado de purificacibn menor que 1 con un rendimiento del46 %. Por otro 
lado, la clorofila que coprecipitaba en esta hccibn, interferia en la determinaci6n de Copro 111 
(product0 final de la decarboxilacibn del Urogen 111). Por lo tanto, el rango 20-70 % SSA se 
descart6 de entrada, ya que se obtuvo una baja pudicaci6n y presentaba una evidente 
contaminaci6n con clorofila. como se puede apreciar en el p e d  de productos de la incubticion 
de este precipitado (Figura 9 y Figura 10). En tanto que en 10s otros dos precipitados 
ensayados, la UroD se puriticb aproximadamente 2 veces en comparacidn con el sobrenadante 
de homogenato inicial, mostrando valores de actividad especifica sirnilares (Tabla 2). Si bien el 
grado de purification de la fiacci6n 40-70 % SSA h e  levemente mayor a1 de la fiacci6n 30-70 
% SSA (2 vs. 1,7), el rendimiento h e  mucho mayor en esta ultima (1 4 % vs. 50 %). Teniendo 
en cuenta estos resultados y 10s perfiles de productos de reaccibn de 10s incubados de estas 
fracciones (Figura 11 y Figura 12), se decidid utilizar la fracci6n 30-70 % SSA para las 
deterrninaciones de actividad enzimatica, ya que esa fiacci6n se encuentra libre de clorofila, su 
rendimiento es mucho mayor y permiti6 concentrar la muestra con respecto a1 sobrenadante de 
homogenato. Ensayos preliminares, utilizando como extract0 enzimitico el sobrenadante de 
homogenato sin precipitar, conteniendo menos de 0,l mg proteinadml, no dieron actividad 
detectable y s610 despues de la realizacibn de este paso de concentracibn se logr6 incubar la 
cantidad de proteinas necesaria para detectar actividad UroD, bajo las condiciones de ensayo 
utilizadas. 
Tabla 2. Purificacidn parcial de la UroD de Chlorella kessleri. 
Primera etapa Segunda etapa 
Volumen Actividad especifica Rendimiento Actividad especifica Rendimiento 
(mu (nmollmfl) (%) (nmollmglh) (%I 
Sobrenadante de 16,4 8,02 +1,2 100 1,75 f 0,15 100 
homogenato 
30 - 70 % SSA 
40 - 70 % SSA 
Las condiciones experimentales se describen en Materiales y Mdtodos. La actividad se midi6 incubando 
0,2 mg proteinaslml y 5 pM Urogen 111 como sustrato, y se expresa como nmol de Urogen 111 
decarboxilado/mg proteinash (primera etapa) y como nmol de Coprogen I11 producidolmg proteinash 
(segunda etapa). SSA, saturacidn con sulfato de amonio. 
11. 3. 3. 5. Efecto & las condicwnes & ensayo y &l almacenamiento sobre la actividad 
UroD 
Para encontrar las condiciones bptimas de la determinacibn de la actividad UroD en C. 
kessleri, se estudib la actividad UroD en h i b n  de las siguientes variables, segh se detalla 
en Materiales y Mktodos (item 11.2.3 -5): concentracibn de proteinas, concentracibn de 
sustrato, pH, tiempo y ternperatura de incubacibn. 
Los ensayos a diferentes tiempos de incubacibn (0 - 30 minutos) mostraron que la velocidad 
perrnanecib constante por 20 minutos, tanto para la primera como para la segunda etapa de 
decarboxilacibn (Figura 14). 
Flgura 14. Efecto del tiempo de incubacibn sobre la act~dad UroD. Los ensayos se llevaron a cabo 
como se describe en Materiales y M&odos, usando la fiaccibn 30 - 70 % SSA como fuente eazimstica 
(0,23 mg proteWml) y 5 pM Urogen N como sustrato. La actividad especitica de la primera etapa 
(--o--) y de la segunda etapa (-+--) se expresan como la media f DS. 
A1 graficar 10s porcentajes de 10s productos formados en h c i 6 n  del tiempo de incubaci6n 
(Figura 15), se pudo comprobar que a 10s 20 minutos hay un buen porcentaje de 
transformation del Urogen 111 en sus productos, lo que le codme una buena resoluci6n y 
sensibilidad a1 dtodo.  Los i n t m o s  de 6 y de 5 COOH, que se detectan desde 10s 10 
minutos de incubaci611, permanecen constantes hasta 10s 30 minutos, el 
heptamrboxipo~6geno (7 COOH) aumenta hasta 10s 20 minutos y luego permanece 
constante hasta 10s 30 minutos y el Coprogen III (4 COOH) aumenta a lo largo de todos 10s 
tiempos ensayados (Figura 15). A partir de estos datos, se decidi6 incubar 20 minutos, dado 
que se obteda una buena resoluci611, mantenid0 la velocidad inicial. 
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ECgara 15. Porcentajes de sustrato remanente (8 COOH), product0 h l ( 4  COOH) e intermediaries (7, 
6 y 5 COOH) producidos a lo largo de 30 minutos de incubaci6n de la UroD de Chlorella kessleri 
parcialmente purificada (fraccibn 30 - 70 % SSA) con Urogen III como sustrato. Los ensayos se 
llevaron a cabo como se describe en la Figura 14. 
La curva de actividad vs. sustrato, mostrb un increment0 de la actividad especifica de la 
primera etapa en h c i b n  de la concentracibn de Urogen 111 incubado, aunque tendia a alcanzar 
velocidad constante a la mayor concentracih ensayada (5pM) (Figura 16). La actividad 
especiiica de la segunda etapa, en cambio, constante desde 1,19 pM de sustrato, lo cual 
podria indicar que una vez que entra el primer sustrato, la segunda etapa queda saturada. Si 
bien con la mayor concentracibn ensayada no se al& la velocidad mhxima para la primera 
etapa, se decidid continw trabajando a una concentracibn 5 pM de Urogen I11 en las 
determinaciones de actividad enzimhtica, por ser muy cercana a la saturacibn y conferirle una 
buena sensibilidad y precisi6n al ensayo. 
Sustrato (pM) 
F@pa 16. Efecto de la concentraci6n del sustrato sobre la actividad de la UroD de Chlorella kessleri 
parcialmente purificada (fiacci6n 30 - 70 % SSA). Los emayos se llevaron a cabo como se describe en 
la Figura 14, usando Urogen I11 (0 - 5 pM) como sustrato. La actividad especifica de la primera etapa 
(--c-) y de la segunda etapa (-4-) se expresan como la media f DS. 
Los estudios de actividad UroD en bc ibn  de la concentracibn de proteinas incubadas (Figura 
17) mostraron que la actividad aurnent6 basta 023 m g l d  A mayores concentraciones de 
proteinas, la actividad de la primera etapa decreci6 levernente y la actividad de la segunda 
etapa perrnanecib constante durante el resto del rango ensayado. Sobre la base de estos 
resultados, se decidib continuar trabajando con 0,20 a 0,25 rng proteWml en el medio de 
incubation. 
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Figma 17. Efecto de la concentraci6n de proteina sobre la actividad de la UroD de Chlorella kessleri 
parcialmente puriiicada (fiacci6n 30 - 70 % SSA). Los ensayos se llevaron a cabo como se describe en 
la Figura 14, usando 0,05 - 1 mg proteinaslml. La actividad especifica de la primera etapa (--) y de 
la segunda etapa (-+--) se expresan como la media f DS. 
En la Figura 18, se muestra el efecto del pH sobre la actividad e d t i c a .  La actividad de la 
primera etapa alcanz6 un miximo a pH 6,O - 6,5. La actividad de la segunda etapa mostro muy 
poca variaci6n con el pH en el rango ensayado. Se continu6 trabajando a pH 6,s. 
F'igura 18. Efecto del pH sobre la actividad de la UroD parcialrnente purificada (fiaccibn 30 - 70 % 
SSA) de Chlorella kessleri. Los ensayos se llevaron a cabo como se describe en la Figura 14. La 
actividad especifica de la primera etapa (+) y de la segunda etapa (-4-) se expresan como la 
media f DS. 
Los ensayos llevados a cabo a diferentes temperaturas de incubacibn (0" C - 65" C) mostraron 
que la actividad aumentb hasta 10s 45" C y luego sdkib una marcada disrninucion a 
temperaturas mhs altas (Figura 19). Si bien la actividad aumentb hasta 10s 45" C, se continu6 
trabajando a 37" C, por ser la temperatura esthdar para 10s ensayos enzimhticos y por 
presentar mayor actividad que a 25" C (temperatura de crecimiento de 10s cultivos de C. 
kessleri) . 
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Figura 19. Efecto de la temperatura sobre la actividad de la UroD parcialmente purificada (fiaccibn 30 
- 70 % SSA) de Chlorella kessleri. Los ensayos se llevaron a cabo wmo se describe en la Figura 14. 
La actividad especifica de la primera etapa (--e-) y de la segunda etapa (-+-) se expresan como la 
media + DS. Inserto: Grtifico de Arrhenius de los log vi (nmol Urogen HI decarboxiladolmg 
proteinash) en hncibn de la inversa de las temperaturas absolutas (" K). La energla de activacibn de la 
primera etapa se calculb a partir de la pendiente de la recta obtenida entre 8" y 45" C. En el rango 
seleccionado, la relacibn es lineal (?= 0,9934) y esth M p t a  por la ecuaci6n y = - 1,4433~ + $55. 
De 10s ensayos de estabilidad a1 almacenamiento, se pudo comprobar que el precipitado 30 - 
70 % SSA, guardado a -20° C, mantuvo su actividad por a1 menos 2 sernanas, perdiendo 
aproximadamente un 50 % a 10s 2 meses de alrnacenamiento en esas condiciones (Tabla 3). 
Tabla 3. Actividad especifica de la UroD parcialmente purificada de Chlorella kessleri, en funcibn del 
tiempo de almacenamiento a - 20" C. 
Tiempo de almacenamiento Actividad especifica Act ividad relativa 
(semanas) (nmol Urogen decarboxiladdmg proteinaslh) ( % )  
Los ensayos se realizaron como se describe en Materiales y Mktodos, utilizando la fraccibn 30 - 70 % 
SSA, previamente dialiida, corno fbente enzimitica (0,25 mg proteinaslml) y 5 pM Urogen I11 como 
sustrato. 
En reswnen, las condiciones de medicibn de la actividad UroD en C. kessleri, para emplear en 
hturos trabajos, serh: 0,20 - 0,25 mg protehdml, - 5 pM de Urogen 111, pH entre 6,O - 6,5 
y 20 minutos de incubacibn, a 37" C. 
11.3.3.6. Energia de activacidn 
La energia de activacibn (E), calculada rnediante la ecuacion de Arrhenius (Figura 19, inserto). 
h e  27,6 kJ1mol. 
11.3.3.7. Inmunodeteccidn (Western Blot) 
El ensayo de Western Blot revel6 que las muestras algales presentaron inmunorreactividad 
contra el anticuerpo policlonal anti-UroD de hfgado de rata obtenido de conejo (Figura 20), 
indicando que la UroD de C. kessleri comparte algunos deterrninantes antigknicos con la 
enzima de higado de rata. La masa molecular de las bandas inrnunorreactivas se estimb 
mediante el empleo de la curva de calibraci6n correspondiente (Figura 21). El sobrenadante de 
homogenato exhibib una dnica banda de alrededor de 1 16 f 7 kDa de masa molecular (Figura 
20, banda I). Las muestras de UroD parcialmente purificada (30-70 % SSA y 40-70 % SSA) 
mostraron la rnisma banda de 116 + 7 kDa y otras dos bandas de 72 f 7 kDa y 66 f 5 kDa, 
respectivamente (Figura 20, bandas I1 y 111). Ademis, se observa que, en 10s precipitados con 
sulfato de amonio, cuando aumenta la s e a  de las bandas I1 y 111, disminuye la seW de la 
banda I (Figura 20, fiaccicin 40-70 % SSA) y viceversa O;igura 20, k c i o n  30-70 % SSA). 
Esto estaria indicando una relacion de origen de las bandas I1 y 111 con la banda I. 
IFPgnra 20. Western Blot del sobrenadante de homogenato y de la UroD parcialmente purificada de 
Chlorelh kessleri. Los mismos extractos emhdticos utilizados para medii la actividad UroD durante 
el proceso de pdcaci6n, heron sujetos a SDSIPAGE. Las proteinas heron transferidas 
electrofm&icsmerrte a una membrana de n i t r d l o s a  y el antigem especifico se detect6 incubando la 
membrana con el anticuerpo anti - UroD de Mgado de rata y el complejo ExtrAvidima conjugada a 
peroxidasa. Calle 1, fiacci6n 40 - 70 % SSA. Calle 2,lbcci6n 3 - 70 % SSA. Calle 3, sobrenadante de 
homogenato. I, 11 y 111, bandas de ca. 116 f 7, 72 f 7 y 66 f 5 kDa de masa molecular, 
resjxctivamente, segh la curva de calibracih (Figura 21). 
l?igura 21. Curva de calibraci6n (2 = 0,972) del gel de poliacrilamida, obtenida como se detalla en 
Materiales y M&dos. Las flechas indican las coordenadas correspondientes a las bandas I, I1 y I11 
detectadas en el Western Blot (Figura 20). 
11.3.4. Estudios sobre la sintesis de ALA 
Para determinar la ruta de sintesis de ALA que opera en C. kessleri, se llevaron a cab0 
ensayos de deteccidn de actividad ALAS en homogenatos celulares crudos y de actividad 
DOVAT en sobrenadantes de homogenato, obtenidos a partir de ese organismo. 
Los valores de la columna izquierda de la Tabla 4 presentan 10s resultados de 10s ensayos de 
actividad ALAS. En tanto que 10s valores de las dos columnas de la derecha presentan 10s 
resultados de las determinaciones de la actividad DOVAT. 
Tabla 4. Actividad de sintesis de ALA en Chlorella kessleri, detectada en 10s ensayos de ALAS y 
ALAS DOVAT 
ALA sintetizado 
(PM) 
Actividad especifica 
(nmol ALAImg 
proteinash) 
Actividad de sintesis 
(nmol ALAII 0' cklulas) 
Alanina Acid0 Gluthico 
El homogenato celular crudo mostrd actividad ALAS, con una actividad especifica de 0,60 
nmol ALAlmg proteinash. 
El sobrenadante de homogenato mostrb actividad DOVAT y Csta h e  un 40 % mhs alta cuando 
se utilizd hcido gluthmico (3,39 nrnol ALAI mg proteinash) que cuando se utilizd alanina 
como dador de grupos amino (2,41 nmol ALNmg proteinash). 
Estos resultados indican que las muestras enzimhticas provenientes de C. kessleri, presentan 
tanto actividad ALAS como actividad DOVAT, siendo 10s valores de nmol ALA/~O' cC1. 
formados por actividad de esta 6ltima enzima, aproximadamente un orden de magnitud 
mayores que 10s formados por actividad ALAS (Tabla 4). 
Para comparar estos resultados con 10s valores determinados para otras algas, se realiz6 una 
b6squeda bibliogriifica exhaustiva. En la Tabla 5 aparecen esos valores junto con 10s 
obtenidos en el presente trabajo. 
Tabla 5. Actividades de las enzimas ALAS y DOVAT de algas, informadas por distintos 
Enzima Fuente Actividad especifica Referencia 
(nmol ALA/mg protefnash) 
ALAS Chlorophyta 
Chlorella kessleri 
Scenedesmus obliquus 
Euglenophyta 
Euglena gracilis var. bacillaris 
Euglena gracilis cepa Z 
Este trabajo 
Klein et al. 1980 
Beale et al. 1981 
Beale et al. 1 98 1 
Euglena gracilis cepa Z 0,03 Lombardo et al. 1988 
DOVAT Chlorophyta 
Chlorella kessleri 
Scenedesmus obliquus 
Chlorella vulgaris 
Chlorella fusca (S. abundans) 
Chlorella regularis 
Euglenophyta 
Euglena gracilis 
Euglena gracilis cepa Z 
Este trabajo 
Klein et al. 1980 
Gassman et al. 1968 
Meisch et al. 1983 
Shioi et al. 1984 
7,6 (Ala)* Salvador 1978 
0,4 (Glu)* Lombardo et al. 1988 
* Dador de grupos amino incorporado en el sistema de incubaci6n. Glu, Bcido gluttimico. Ala, 
alanina. 
11.4.1. Caracterizacidn del crecimiento de C. kessleri en cultivo 
El crecimiento de Chlorella kessleri en medio BBM glucosa h e  mucho mayor que en el 
medio mineral, y correspondi6 a la curva de crecimiento tipica de cultivos de algas aut6trofas 
(Pfibil y Marvan 1979). 
El crecimiento celular, est6 caracterizado por una curva sigmoidea, en la que se distinguen 3 
fases principales: fase lag o de espera, fase de crecimiento exponencial y fase de crecimiento 
estacionaria. La fase lag es la que sigue a la inoculacidn y corresponde a un period0 de 
adaptaci6n a1 nuevo ambiente, en el cual el alga debe reorganizar sus componentes micro y 
macromoleculares (Wang et al. 1979). En este caso, no se ha observado fase lag debido, 
probablemente, a que 10s in6culos sembrados heron precultivados en el mismo medio y se 
encontraban en activo crecimiento. 
El aurnento de biomasa, medido como absorbancia a 600 nm sigui6, en lineas generales, una 
curva similar a la del nhnero de cdlulas, aunque present6 mayores fluctuaciones. Esto puede 
deberse a problemas de homogeinizaci6n ylo turbidez de la alicuota leida, que pueden afectar 
la lectura espectrofotomCtrica. 
Este estudio, ademhs de perrnitir caracterizar el crecimiento de C. kessleri en cultivo, permiti6 
seleccionar el medio de cultivo y el tiempo de cultivo mis adecuados para realizar 10s estudios 
de actividad enzimhtica, como asi tarnbidn para 10s estudios realizados en el capitulo 
siguiente. 
11. 4.2. Estudio sobre las enzimas regulatorias claves de la sintesis de 10s tetrapirroles en 
Chlorella kessleri 
En este trabajo se estudi6, por primera vez en Chlorella kessleri, la actividad de tres enzimas 
claves en la regulacibn de la sintesis de 10s tetrapirroles algales. Se determinb la actividad de 
dos enzimas relacionadas con la sintesis del primer metabolito del carnino (ALA), la ALAS y 
la DOVAT. El conocimiento de la existencia de estas enzimas en C. kessleri permiti6 
dilucidar las vias de sintesis de ALA que operan en este organismo. Por otra parte, se puso a 
punto la determinacidn de la actividad de la UroD, enzima ubicada en el punto de 
ramificaci6n de la via, que lleva a la sintesis del hem0 y de Ias clorofilas e involucrada en el 
control de la distribucibn de 10s precursores en el camino de 10s tetrapirroles celulares. Se 
establecieron algunas de sus propiedades bbicas y se iniciaron estudios de caracterizaci6n y 
de regulaci6n, que constituyen una importante contribucidn a1 conocimiento del metabolismo 
algal. 
11.4.3. Estudios sobre In UroD 
Esta es la primera vez que se realiza un estudio de la actividad UroD en una Chlorophyta y en 
particular en una cepa del gdnero Chlorella. Ademb, este es el h i c o  estudio realizado en 
algas, luego del que llevaran a cab0 Juknat et al. (1989) en Euglena gracilis (Euglenophyta). 
En este trabajo de tesis, se aisl6 y purific6 parcialmente la enzima de C. kessleri, se 
determinaron las condiciones 6ptimas para realizar 10s ensayos enzimiticos y se hizo una 
primera caracterizacicin de la misma. 
La UroD de C. kessleri, enzima clave del camino biosintdtico de la clorofila, present6 la 
mayor actividad especifica en 10s extractos enzirnAticos obtenidos de cClulas que se 
encontraban en la fase exponencial de crecimiento. En esta fase, tambidn fbe mkimo el 
contenido de clorofila a por cClula. Estos resultados concuerdan con la importancia clave de la 
UroD en el control de la sintesis de la clorofila (Grimm 1998; Martins et al. 2001), tomando 
en cuenta que las cdlulas algales presentan la mayor actividad de sintesis de este compuesto 
durante su fase de activo crecimiento, la cual decrece gradualmente a medida que las cdlulas 
envejecen (Stewart 1 974). 
El perfil cromatogrifico de 10s productos de reacci6n formados durante la incubaci6n de la 
UroD de C. kessleri fue similar a 10s perfiles informados para la UroD de diferentes fbentes, 
tales como higado de rata (Rios de Molina et al. 1987), bacterias (Koopmann et al. 1986) y 
Euglena gracilis (Juknat et al. 1989). Ademb, este perfil mostr6 la prevalencia de la porfirina 
de 7 carboxilos sobre las de 6 y 5 carboxilos. Esto sugiere que la decarboxilaci6n de17 COOH 
porfirin6geno es el paso velocidad limitante en la reacci6n catalizada por la UroD de C. 
kessleri, como se ha reportado para higado bovino (Straka y Kushner 1983), higado de rata 
(Rios de Molina et al. 1987), eritrocitos de pollo (Garcia et al. 1973) y UroD bacteriana 
(Koopmann et al. 1986): vl >> v2, siendo vl la velocidad de la prirnera etapa de 
decarboxilaci6n del Urogen y v2 la velocidad de la segunda etapa (formaci6n del Coprogen). 
Estos resultados tambiCn estin de acuerdo con la evoluci6n del porcentaje de las distintas 
porfirinas formadas a lo largo del tiempo de incubaci6n, ya que el analisis de 10s mismos 
indic6 que la 7 COOH porfirina es el linico intermediario que se acurnula durante 10s distintos 
tiempos ensayados. Esto sugiere, nuevamente, que la decarboxilacibn del 7 COOH 
porfirin6geno es el paso velocidad limitante de la decarboxilaci6n del Urogen 111. 
Como un primer paso de purificaci6n enzimhtica, se ensay6 el fraccionamiento salino, ya que 
independientemente de lograr o no un alto grado de purificaci6n, permitia concentrar la 
muestra y almacenarla por periodos prolongados con baja p6rdida de actividad (Koopmann et 
al. 1986). En el caso de C. kessleri, las muestras mantuvieron el 100 % de actividad por 2 
semanas, lo que permiti6 realizar distintos ensayos a partir de un mismo cultivo. Por otra 
parte, se decidi6 no utilizar preparaciones enzimhticas con mayor tiempo de almacenamiento, 
debido a que el ensayo de 2 meses present6 un 50 % de pdrdida de actividad. Como se 
especific6 en Resultados (item 11. 3. 3. 4.), el rango 20-70 % SSA se descart6 de entrada, dado 
su bajo grado de purificacibn y su alta contaminaci6n con clorofila, la que podia interferir con 
la determinaci6n de la actividad. Por otra parte, se decidib continuar trabajando con la 
fiaccidn 30-70 % SSA para 10s estudios de caracterizacibn, dado que la UroD se purificaba 
aproximadamente 2 veces en comparaci6n con el sobrenadante de homogenato inicial y con 
un rendimiento mayor que la fracci6n 40-70 % SSA. Tanto en el rango 30-70 % SSA como en 
el rango 40-70 % SSA, el grado de purificacidn y el rendimiento de la primera etapa heron 
sirnilares a1 de la segunda etapa. Estos resultados sugeririan que, a1 igual que lo informado 
para otros organismos, ambas etapas de la decarboxilaci6n del Urogen I11 estarian catalizadas 
por una h i c a  enzima (Kawanishi et al. 1983; Koopmann et al. 1986; Martins et al. 2001). 
Mediante el procedimiento de purificaci6n parcial empleado en este trabajo, se obtuvo una 
recuperacibn semejante a la obtenida por Juknat et al. (1989) trabajando con extractos de 
Euglena gracilis (aproximadamente 50 %). Pero a1 comparar las actividades especificas de 
ambas preparaciones parcialmente purificadas, se comprueba que la UroD de C. kessleri 
purificada aproximadamente 2 veces, tiene una actividad (3,52 nrnol Copro IIVmg 
proteinash) 5 veces mayor que la UroD de Euglena gracilis purificada aproximadamente 200 
veces (0,77 nmol Copro IIVmg proteinaslh). Esto podria deberse a una diferente afinidad por 
el sustrato de la UroD de distintas especies algales. Aunque no puede descartarse que, en C. 
kessleri, la UroD estC en una mayor proporcidn respecto de las proteinas totales. Otra 
posibilidad es que la mayor relaci6n sustratolproteina aqui ensayada (20 nmoles Urogedmg 
de proteina contra la relaci6n 0,2 nmoles Urogedmg de proteina, empleada con Euglena 
gracilis) haya favorecido la obtencidn de una mayor actividad especifica. 
El anhlisis del efecto de las condiciones de ensayo sobre la actividad UroD de C. kessleri, 
permiti6 establecer las condiciones m b  adecuadas para la determinaci6n de su actividad. 
Analizando el efecto de la concentracidn de proteinas incubada, puede observarse que en las 
concentraciones m b  altas (mhs de 0,23 mg proteinaslml) disminuye la velocidad. La caida de 
actividad UroD a altas concentraciones de proteinas ha sido reportada por Chaufan et al. 
(2001) trabajando con higado de rata, quienes propusieron que podria deberse a una 
disminucibn en la relaci6n sustratolproteina, lo cual afectaria la actividad enzimhtica. Otra 
posible causa, puede ser la formacibn de especies multimdricas (Kawanishi et al. 1983; Rios 
de Molina et al. 1996), que producirian un impediment0 estdrico, evitando o dificultando la 
entrada del sustrato a1 sitio activo y reduciendo asi la actividad enzimhtica. 
Los estudios de actividad especifica en funci6n de la concentraci6n de sustrato, indicaron que 
en el caso de la UroD de C. kessleri, m a  concentraci6n 5 pM de Urogen I11 estaria cercana a 
la zona de saturaci6n. Los datos existentes en la literatura son: 12 pM para Rhodobacter 
sphaeroides (Jones y Jordan 1993), 20 pM para Rhodopseudornonas palustris (Koopmann et 
al. 1986), 0,5 pM para Euglena gracilis (Juknat et al. 1989), 6-14 pM para higado de rata 
(Rios de Molina et al. 1987; Chaufan et al. 2001), 5 y 25 p M para higado bovino (Straka y 
Kushner 1983). Estos iiltimos autores informan la existencia de 2 mesetas en las curvas de 
actividad vs. concentraci6n de sustrato, razdn por la cual calculan incluso dos Krn, indicando 
que la enzima presentaria distinta afinidad por su sustrato a bajas y a altas concentraciones del 
mismo. Los resultados expuestos aqui, para C. kessleri, e s t h  dentro de 10s valores informados 
por esos autores para la primera meseta, per0 no puede asegurarse que esa sea la minima 
concentraci6n de saturaci6n ni si existe o no una segunda meseta en C. kessleri. En ensayos 
realizados a mayores concentraciones (hasta 20 pM de Urogen 111) 10s resultados no heron 
reproducibles, debido a la baja sensibilidad del mdtodo a1 quedar m a  alta concentracibn de 
sustrato remanente, y a la inhibici6n por sustrato que se presenta (Juknat et al. 1989). 
Comparando 10s resultados obtenidos en el h i c o  trabajo realizado con la UroD proveniente 
de una fuente algal, se comprob6 que la UroD de C. kessleri tiene menor afinidad por el 
Urogen 111 que la enzima proveniente de E. gracilis, dado que satura a una concentraci6n 10 
veces mayor (5 pM vs 0,5 pM). Sin embargo, la Vmb. obtenida con el sobrenadante de 
homogenato es 16 veces mayor (1,75 nrnol Copro IIYmg proteinash vs O,11 nmol Copro 
IIIlmg proteinaslh), lo que estaria indicando una mayor eficiencia. 
El efecto del pH sobre la actividad UroD, mostr6 un pH dptimo en el rango 6 - 6,5. Este valor 
es mucho menor que el dnico reportado para algas (7,2 en Euglena gracilis; Juknat et al. 
1989) y levemente m6s bajo que el rango 6ptimo de 6,7 - 6,9 reportado para Rhodobacter 
sphaeroides (Jones y Jordan 1993), donde tambitn se observ6 una actividad mis o menos 
constante en un rango de 0,5 unidades de pH. Ademhs, el pH 6ptimo obtenido para C. 
kessleri, tambitn es levemente mhs bajo que el valor de 6,9 informado para 
Rhodopseudornonas palustris (Koopmann et al. 1986) y que el valor de 6,8 informado para la 
UroD humana (de Verneuil et al. 1983b), de pollo (Kawanishi et al. 1983), de levaduras 
(Felix y Brouillet 1990) y de higado de rata (Chaufan et al. 2001). Aunque estos dltimos 
autores informaron un pH bptimo cercano al de C. kessleri para la UroD de ratas porfiricas 
(6,4). De todas maneras, a1 analizar todos estos datos en conjunto, se observa un estrecho 
rango de pH (6,6 + 0,5) en el que se mueven 10s pH dptimos de sistemas muy diversos, lo que 
podria indicar la existencia de un mecanismo de decarboxilacidn an6logo en todos ellos. Por 
otra parte, la actividad de la segunda etapa mostr6 muy poca variacidn con el pH del medio de 
incubaci6n. Esto estaria de acuerdo con el mecanismo de accidn de la UroD propuesto por 
Whitby et al. (1998), quienes establecen que la UroD es un homodimero y el Urogen I11 
entraria a1 sitio activo de uno de 10s mondmeros, sufriria su primera decarboxilacidn y luego 
se desplazaria, dentro del dimero, hasta alcanzar un sitio en el otro mondmero, para continuar 
decarboxilhdose. Por lo tanto, el hecho de que el sustrato no saldria del complejo proteico 
hasta llegar al product0 final, justificaria que el pH del medio influya poco en la velocidad de 
las decarboxilaciones intermedias. 
El valor de la energia de activacidn calculado (E = 27,6 kJImol) corresponde a1 primer paso de 
decarboxilacicin (8 COOH a 7 COOH). Si bien existen pocos datos en la literatura acerca de 
este parhetro, 10s valores reportados son del mismo orden de magnitud que el calculado aqui 
para C. kessleri: 40,O kJ1mol para eritrocitos de pollo (Garcia et al. 1973); 8,3 Wlmol y 10,8 
kllmol para higado de ratas normales y porfiricas (Chaufan et al. 2001); 52,7 Wmol para el 
cangrejo Chasmagnathus granulatus (Corvi et al. 1999). Esta similitud entre 10s valores de 
energia de activacibn, tambitn estaria de acuerdo con la existencia de un mecanismo andogo. 
Para la segunda etapa de decarboxilaci6n (7 COOH a 4 COOH), no se determin6 el valor de la 
energia de activacibn, ya que no puede calcularse de esta manera, debido a que en ella esthn 
involucradas mhs de una reacci6n elemental (Garcia et al. 1973). 
El hecho de que 10s arninohcidos de la UroD e s t h  altamente conservados en todos 10s 
organismos estudiados (Mock et al. 1995; Whitby et al. 1998; Martins at al. 2001), justificaria 
la inmunorreactividad cruzada de la UroD de C. kessleri con el anticuerpo de un organism0 
tan diferente como la rata, aqui demostrada. Dado que 10s resultados del Western blot 
mostraron que existian tres especies inmunorreactivas y que en aquellas fiacciones en las que 
la banda de mayor peso molecular aumentaba, disminuian las dos bandas de menor peso 
molecular y viceversa, es posible que la UroD de C. kessleri corresponds a un heterodimero. 
La masa molecular seria ca. 1 16 f 7 kDa para el dimero y ca. 66 rt 5 kDa y 72 f 7 kDa para 
cada uno de sus mon6meros. Como detallamos en la introduccibn, varios grupos de 
investigacibn han propuesto que la formaci6n de un dimero seria una propiedad de esta 
enzima (Phillips et al. 1997; Whitby et al. 1998; Martins et al. 2001). El Western blot del 
sobrenadante de homogenato revel6 hicamente la banda de mayor peso molecular. Esto 
podria estar mostrando que la conformacibn de la UroD de C. kessleri en su estado 
fisiol6gic0, seria dimirica. Sin embargo, si la unidad activa in vivo en C. kessleri y en otros 
organismos realmente es el dimero, todavia necesita verificarse por analisis bioquimicos y 
estructurales de complejos proteina-proteina y proteina-ligando (Martins et al. 2001). 
La inmunorreactividad cruzada de la UroD de C. kessleri, el valor de energia de activacibn y 
el estrecho rango de pH 6ptimos informados y discutidos aqui, junto con la alta homologia 
entre la UroD de diversas fkentes informada por otros investigadores (Mock et al. 1995; 
Whitby et al. 1998; Martins at al. 2001), hace pensar que el mecanismo de decarboxilacidn 
del Urogen 111 seria un proceso altamente conservado. 
11.4.4. Estudios sobre la sintesis de ALA 
Los ensayos llevados a cab0 para determinar la actividad de Ids enzimds involucrada/s en el 
primer paso regulatorio del camino biosint6tico del hem0 y de las clorofilas (sintesis de ALA) 
en Chlorella kessleri, permitieron detectar tanto actividad ALAS como actividad DOVAT. La 
actividad de esta ultima enzima, pudo comprobarse en presencia de dos aminohcidos distintos 
actuando como dadores de grupos amino, el hcido gluthico y la alanina. A1 igual que lo 
informado por Lombardo et al. (1988) para Euglena gracilis, la actividad DOVAT 
'determinada en este trabajo para C. kessleri, h e  un orden de magnitud mayor que la actividad 
ALAS. 
En otros sisternas, tales como Scenedesmus obliquus y Euglena gracilis (Weinstein y Beale 
1983), se ha planteado que existirian las dos rutas de sfntesis de ALA, es decir el "camino de 
Shemin o de 4 carbonos" y el "camino de 5 carbonos", siendo este ultimo su principal via de 
sintesis. Si bien existen controversias sobre el rol del DOVA en el "camino de 5 carbonos", 
sugiridndose tanto que dste seria un intermediario de la sintesis de ALA como que podria ser 
un product0 de la desaminacibn de este ultimo (Foley y Beale 1982; Leeper 1985), Klein et al. 
(1 980) y DBrnemann et al. (1 990), afirman que el DOVA efectivamente seria un intermediario 
de la sintesis de ALA por la "ruta de 5 carbonos" en Scenedesmus obliquus, a1 igual que lo 
informado por Salvador (1978) y Lornbardo et al. (1988) para Euglena gracilis. La actividad 
DOVAT aqui determinada, tambidn indicaria que en C. kessleri el DOVA seria un 
intermediario en la ruta de 5 carbonos. 
La detecci6n de actividad de la enzirna ALAS en C. kessleri esth de acuerdo con 10s resultados 
obtenidos por otros autores trabajando con extractos provenientes de otras algas (Tabla 5). Si 
bien, la existencia de esta enzima ha sido previamente informada en una especie de 
Chlorophyta y en algunas cepas de Euglenophyta (Klein et al. 1980; Beale et al. 1981; 
Lornbardo et al. 1988; Mayer y Beale 1992), algunos autores no pudieron detectar su actividad 
en otras especies de Chlorophyta (C. vulgaris y C. fusca = S. abundans) y en una cepa de 
Euglenophyta (E. gracilis var. bacillaris) (Beale 197 1 ; Porra y Grirnrne 1974; G6rnez-Silva et 
al. 1985). Por lo tanto, esta es la primera vez que se detecta (aunque con valores bajos) la 
existencia de esta actividad en C. kessleri, una especie que es filogendticamente rnuy cercana 
a C. vulgaris y que pertenece, junto con ella, al gCnero Chlorella sensu strict0 (Capitulo I). 
Las dificultades encontradas por algunos autores en las determinaciones de la actividad de esta 
enzima, podrian deberse a la vida media rnuy corta que la caracteriza (entre 30 minutos y 1 
hora) (Granick y Beale 1978; Dailey 1997), a la posible existencia de inhibidores, informada 
en extractos algales y en extractos de plantas superiores (Beale 1978) o a una baja proporcibn 
de esta proteina enzimhtica, respecto de las proteinas totales. 
El valor de actividad especifica de ALAS obtenido en C. kessleri es un orden de magnitud 
mayor que el obtenido por Lombardo et al. (1988) para Euglena gracilis cepa Z ,  per0 es 
mucho m h  bajo que 10s reportados por Klein et al. (1980) para Scenedesmus obliquus y Beale 
et al. (1981) para dos cepas de Euglena gracilis. Debe tenerse en cuenta que estos dtimos 
autores realizaron 10s ensayos suplementando 10s incubados con Succinil-CoA o con un 
sistema generador de Succinil-CoA, micntras que en este trabajo se asumi6 que el 
homogenato celular crudo de C. kessleri, utilizado como fuente enzimitica, aportaba todos 10s 
precursores necesarios para la sintesis de ALA. Esta diferencia metodol6gica podria explicar 
10s menores niveles de actividad detectados en 10s ensayos realizados en el presente trabajo. 
Por otro lado, tampoco puede descartarse la diferencia de comportamiento inherente a la cepa 
ylo especie algal, ya que a1 comparar las actividades informadas para Euglena gracilis, puede 
observarse que dos cepas de una misma especie presentan valores de actividad ALAS muy 
diferentes. 
Como se o b s e ~ a  en la Tabla 5, la existencia de actividad DOVAT fie  confirrnada en seis 
especies algales. Los valores de actividad de esta enzima, obtenidos para C. kessleri, son muy 
semejantes a 10s detectados en C. regularis. Sin embargo difieren en alrededor de un orden de 
magnitud con 10s detectados en las otras algas estudiadas (Tabla 5). En este caso, a1 igual que 
en el de ALAS, la diferencia en 10s valores de actividad especifica de la DOVAT se pueden 
deber a diferencias metab6licas de las especies algales empleadas. 
En C. kessleri, la mayor actividad DOVAT se detect6 en presencia de Acid0 gluthico como 
dador de grupos amino, lo cual concuerda con lo informado por Gassman et al. (1968), 
Meisch et al. (1983) y Lombardo et al. (1989) para otras algas. Esto puede deberse a que la 
alanina s610 puede entrar en la sintesis de ALA como dador de grupos amino a nivel de 
DOVAT, mientras que el icido gluthico, ademiis de actuar en este punto, puede contribuir a 
la sintesis de ALA por su participacidn en las vias a y b (Figura 3). 
Los resultados aqui presentados sobre las actividades ALAS y DOVAT, podrian indicar que, 
como en el caso de Scenedesmus obliquus y Euglena gracilis, en Chlorella kessleri operarian 
las dos rutas de sintesis de ALA. Dado que el valor de la actividad DOVAT (0,83 nrnol 
A L A , ~ ~ '  ctl./h), cuando se compara en relaci6n con la biomasa celular, es un orden de 
magnitud mayor que el valor de actividad ALAS (0,098 nmol ~ ~ ~ / 1 0 ' c t l . / h ) ,  puede 
suponerse que la ruta de 5 carbonos tarnbiCn operaria como via principal de sintesis de ALA 
en este organismo. 
11.5. CONCLUSIONES 
En este capitulo se presentaron 10s resultados obtenidos a1 estudiar las actividades de tres 
enzimas involucradas en dos pasos regulatorios claves del camino de sintesis de 10s 
tetrapirroles algales. Sobre la base de esos resultados puede concluirse que: 
*:* En Chlorella kessleri operarian las dos rutas de sintesis del primer precursor de 10s 
tetrapirroles celulares (ALA): el Camino de Shemin o de 4 carbonos y el Camino de 5 
carbonos. 
O En Chlorella kessleri, la ruta de 5 carbonos operaria como via principal de sintesis de ALA 
y el DOVA seria uno de sus intermediaries. 
4* En la via alternativa a travCs de DOVA, durante la transaminacibn por DOVAT, el Lido 
gluthmico actlia como un dador de grupos amino miis efectivo que la alanina 
9 En Chlorella kessleri, la decarboxilaci6n del Urogen 111 esth catalizada por la enzima 
UroD. Esta es la primera vez que se realiza un estudio de la actividad UroD en una 
Chlorophyta, y la primera vez que se aisla y purifica parcialmente la UroD de Chlorella 
kessleri. Ademb, este es el h i c o  estudio realizado en algas, luego del que se llevara a 
cabo en Euglena gracilis. 
+:+ La actividad de la UroD de Chlorella kessleri en distintas etapas de desarrollo h e  mhxima 
en la fase exponencial de crecimiento, coincidente con el mhximo contenido celular de 
clorofila, confirmando el rol clave de esta enzima en la regulaci6n de la sintesis de 10s 
tetrapirroles. 
*:* La medicidn de actividad UroD, puede utilizarse como un biomarcador de contaminaci6n, 
ensayhdola bajo las condiciones aqui propuestas. Bajo estas condiciones el porcentaje de 
transformaci6n del Urogen I11 es alto, por lo que en caso de haber inhibici6n, el mCtodo 
continlia siendo lo suficientementre sensible como para detectarla. Precipitando las 
muestras con sulfato de amonio en el rango 30-70 % de saturacibn, mejora la sensibilidad 
del mdtodo y ademis perrnite almacenar las muestras, al menos por 15 dias, sin pdrdida de 
actividad (capitulo 111). 
*:* En Chlorella kessleri, la decarboxilacibn del Urogen 111, por accibn de la UroD, ocurre en 
dos etapas, via la formaci6n de hepta, hexa y penta carboxiporfirin6genos, siendo la 
decarboxilaci6n del heptagen el paso velocidad limitante. 
En Chlorella kessleri, ambas etapas de decarboxilaci6n del Urogen I11 e s t h  catalizadas por 
una tinica enzima. 
O La UroD de Chlorella kessleri muestra inmunorreactividad cruzada con la UroD de higado 
de rata, indicando que comparte algunos determinantes antigenicos con la UroD de ese 
organismo. 
Q La UroD de Chlorella kessleri probablemente es un heterodimero de ca. 116 f 7 kDa de 
masa molecular, formado por dos mon6meros de ca. 66 f 5 kDa y ca. 72 f 7 kDa que 
copurifican en el protocolo de purificacibn aqui aplicado. Posiblemente, el dimero actce a 
travds de un mecanismo de canal, formado por 10s centros activos de sendos monbmeros. 
POTENCIALES APLICACIONES BIOTECNOLOGICAS 
Y ECOTOXICOLOGICAS DE CULTIVOS DE 
CHLORELLA KESSLERI (TREBOUXIOPHYCEAE, 
CHLOROPHYTA) 
En las 6ltimas dCcadas han recobrado impulso en el mundo las investigaciones relacionadas con 
el cultivo de microalgas. Los principales esherzos se han dirigido a la utilization de microalgas 
como aliiento, biofertilizantes, biomarcadores de contaminacibn de aguas, tratamiento de 
efluentes cloacales y residuos industriales y para la obtencidn de nuevos f b c o s  como 
vitaminas, pigmentos, antibibticos, etc. (Borowitzka 1995; Apt y Behrens 1999; Lam et al. 
1999). 
Los estudios realizados en 10s capitulos anteriores, permitieron tener un panorama claro de la 
identidad, biologia, crecimiento y pasos e n z ~ t i c o s  claves de la biosintesis de clorofila en la 
cepa BAFC CA 10 de Chlorella kessleri. En este capitulo, a lo largo de tres secciones, se 
abordarh dos aspectos importantes de la biologia aplicada de las microalgas: la potencial 
aplicacibn de esta especie y alguna de sus propiedades como indice de contaminacidn 
ambiental con metales (Seccion A) y xenobidticos (Seccion B) y su potencial aplicacidn corno 
hente de compuestos biologicamente activos (Seccidn C). 
cumI Cul Cu2 
Tnbmknto 
BIOENSAYOS DE TOXICIDAD DE 
METALES 
Las algas son comunrnente utilizadas como biomarcadores en las normas de verificacibn de la 
calidad de 10s cuerpos de agua, incluyendo efluentes cloacales e industriales (Lam et al. 1999). 
El fitoplancton forma el grupo miis importante de productores primarios en la cadena tr6fica 
acuhtica y el estrds por tbxicos puede alterar su composici6n y abundancia, dependiendo del 
estado fisiol6gico de las poblaciones en el mornento del agregado del t6xico. Las algas verdes 
(Chlorophyta) son uno de 10s principales componentes del fitoplancton. A su vez, el gdnero 
Chlorella (Chlorophyta) es muy comun en todos 10s cuerpos de agua dulce y conjuntamente 
con otras algas unicelulares juega un rol relevante en la producci6n prirnaria y reciclado de 
nutrientes, constituyendo la base del flujo de energia en las cadenas tr6ficas de 10s ecosistemas 
acuiiticos. Por lo tanto, cualquier irnpacto adverso de 10s contaminantes sobre ellas, puede 
afectar a 10s organismos de 10s niveles tr6ficos mis altos y tener importantes consecuencias 
sobre la integridad del ecosistema acuhtico completo. Es por ello que las microalgas 
fitoplanct6nica son usadas para medir 10s efectos t6xicos de distintos contarninantes como 
metales pesados, pesticidas, hidrocarburos y efluentes industriales. Ademis de la relativa 
facilidad de realizacidn y repetici6n de 10s resultados de 10s ensayos de toxicidad algal (Stauber 
1995), el uso de microalgas presenta varias ventajas: 1) son organismos sensibles a 10s t6xicos, 
mostrando incluso una mayor sensibilidad que las especies animales hacia distintos 
contaminantes (metales pesados, detergentes smfkctantes, acridinas, colorantes, combustibles 
sintdticos, herbicidas, hidrocarburos aromiiticos polihalogenados, etc.); 2) son fhcilmente 
manejables en cultivos de laboratorio, formando suspensiones homogdneas en 10s medios de 
cultivo y creciendo bien bajo condiciones defhidas; 3) tienen un tiempo generacional corto, 
con curvas de crecimiento exponencial; 4) muestran una ripida respuesta fisiol6gica. Por lo 
tanto, 10s efectos nocivos de 10s t6xicos pueden detectarse en un period0 de tiempo corto. 
En 10s ultimos ailos, 10s investigadores se han interesado ampliamente en el estudio del efecto 
de diversos contaminantes sobre 10s organisrnos vivientes, motivados por el alarmante 
increment0 de la contaminaci6n ambiental en todos 10s niveles y, especificamente, en el 
ambiente acuiitico. Las actividades humanas dorniciliarias e industriales son procesos que 
alteran la bibsfera e impactan directamente sobre la biodiversidad (Woodruff 2001; Baos et al. 
2002). Numerosos estudios de laboratorio y de poblaciones naturales han demostrado que 10s 
metales pesados son extremadamente t6xicos para las microalgas (Baos et al. 2002). 
La contamination de 10s ambientes acuaticos por metales, como el cobre, ocurre como 
resultado de diversas actividades humanas, tales como explotacidn rninera, procesarniento de 
metales, industrias quimicas, plantas de energia termica, querna de combustibles fbsiles, 
actividades agricolas intensivas, descarga y desagiie de aguas residuales urbanas y de plantas 
de tratarniento municipal e industrial (Jeong et al. 1999; Franklin et al. 2000; Davis et al. 2001; 
Gove et al. 2001; Xue et al. 2002; Khangarot y Rathore 2003; Ma et al. 2003). Estas 
actividades intensivas han llevado a un ingreso considerable de cobre en las aguas superficiales 
receptoras, llegando en algunos casos a concentraciones que exceden 10s valores perrnitidos 
en 10s Criterios de Calidad de Agua (Xue et al. 2002). Asi, 10s iones cobre t'malrnente llegan a1 
ecosistema acuatico y crean problemas de contaminacidn, tendiendo a acurnularse en 10s 
organismos de agua dulce (Khangarot y Rathore 2003) y afecthdolos a nivel bioquimico, 
celular, poblacional y de comunidades (Franklin et al. 2000). 
Aunque el cobre es un elemento esencial, que se requiere en cantidad de trazas para la 
sustentaci6n de todos 10s organismos terrestres y acuhticos (Lee y Allen 1998; Landner y 
Lindestrom 1999; Sigg et al. 1999), la exposici6n a altos niveles del mismo, tiene efectos 
d d t i c o s  sobre las comunidades algales (Baos et al. 2002), por lo que la regulacidn de su 
descarga es de vital importancia. Como rnicronutriente, el cobre es esencial para 10s procesos 
metaMlicos de las algas, principalmente porque interviene en la cornposici6n de diferentes 
enzimas (Marschner 1993). El cobre es uno de 10s metales d s  t6xicos para las microalgas 
(Franklin et al. 2000). Su toxicidad se debe principalmente al ion divalente libre (cu2+) y en 
concentraciones por encima de las requeridas para el crecirniento 6ptirn0, interfiere con 
numerosos procesos de vital importancia, habidndose informado que: 1) inhibe el crecimiento y 
provoca una disminuci6n de clorofila o clorosis (Prasad et al. 1998; Rarna Devi y Prasad 1998; 
Gonzales et al. 1998); 2) inhibe la divisi6n celular (Ahmed y Abdel-Basset 1992; Guanmn et 
al. 1994) impidiendo que se complete la citocinesis y llevando a la produccibn de cdlulas 
anonnalmente grandes o deformadas; 3) inhibe la fotosintesis a travds de la intermpcidn del 
transporte de electrones del fotosistema I1 (Vavilin et al. 1995; Kiipper el al. 2002); 4) 
disrninuye el contenido de pigmentos y en particular de clorofila, debido a una inhibicibn de su 
sintesis (Lam et al. 1999), a una degradaci6n de 10s mismos, y a una pCrdida de la integridad 
morfol6gica del cloroplasto por provocar una desintegraci6n de las membranas tilacoidales; 5) 
afecta la permeabilidad celular o la uni6n de metales esenciales (Stauber y Florence 1987) 
induciendo la p6rdida de cationes y afectando la captaci6n de micronutrientes esenciales 
(Sunda y Huntsman 1998a; Kiipper et al. 2002); 6) afecta la motilidad celular (Lage et al. 
1994b); 7) provoca la oxidacion de compuestos tales como proteinas, lipidos, esteroles y 
acidos grasos libres (Lage et al. 1994a y b; Vavilin et al. 1998). Para que el cu2' ejerza su 
efecto adverso sobre las celulas, primer0 debe unirse a receptores sobre la superficie celular 
(grupos COOH-, SH-, fosfitidos), seguido por transporte activo a travCs de la membrana 
(Knauer et al. 1997; Fox y Guerinot 1998) y liberaci6n en el interior del citoplasma (Sunda y 
Huntsman 1998b). Alli, se une a ligandos especificos (Gledhill et al. 1997) y reacciona con 
grupos SH- enzirnaticos y con grupos tioles libres (por ej. de glutation), pudiendo bloquear 
sitios activos e inhibir la actividad de diferentes enzimas, incluyendo enzimas de la biosintesis 
de clorofila como la UroD (Jones y Jordan 1993; Lam et al. 1999; Chaufan et al. 2001; 
Kiipper et al. 2002). Ademis, la intoxicaci6n con metales pesados involucra diferentes 
mecanismos generadores de especies reactivas de oxigeno como radicales hidroxilo, ani6n 
super6xido y oxigeno singulete, disparando un daiio oxidativo en proteinas, acidos nucleicos y 
lipidos (Nagalakshmi y Prasad 1998; Babu et al. 2002; Rijstenbil y Gerringa 2002). Este estrCs 
oxidativo desencadena diferentes respuestas antioxidantes, tales como increment0 de la 
actividad de enzirnas antioxidantes (catalasa, super6xido dismutasa, ascorbato peroxidasa y 
glutation-S-transferasa) y produccion de compuestos antioxidantes de bajo peso molecular 
como glutation, ascorbato, a-tocoferol, carotenoides y fenoles (Nagalakshmi y Prasad 1998; 
Okamoto et al. 2001; Lei et al. 2003). 
La tasa de incorporaci6n del metal a la cClula y la toxicidad del rnismo no dependen de la 
concentraci6n total del metal en el ambiente, sino de su especiacibn y de la concentraci6n del 
cati6n divalente libre (cu2'). La toxicidad del cobre hacia la biota de agua dulce es afectada 
por variables como pH, temperatura, concentracibn de oxigeno disuelto, dureza del agua, 
concentraci6n de ligandos inorghnicos y orgtinicos (incluyendo 10s producidos 
biolbgicamente), etc., que afectan la especiaci6n y solubilidad del metal en fase acuosa (Xue et 
al. 1996; Franklin et al. 2000). Todos esos factores modifican la toxicidad, por aumentar o 
disminuir la concentraci6n biodisponible requerida para producir una respuesta biol6gica 
particular (Chapman 1995). Las algas, ademh, pueden responder a1 aumento de metales traza 
(micronutrientes requeridos en muy baja concentraci6n) en el ambiente, produciendo ligandos 
organicos fuertes (Pistocchi et al. 2000; Lombardi y Vieira 2000; Rijstenbil y Gerringa 2002) 
que, si son liberados en cantidades suficientes, reducen la biodisponibilidad del cobre en fase 
acuosa (Gledhill et al. 1 999; Rijstenbil y Gerringa 2002). Ademis, las cClulas algales presentan 
otros mecanismos de exclusi6n del metal (o prevenci6n de la acumulaci6n del ion libre dentro 
de la cClula): captacidn selectiva, disminucibn de la perrneabilidad de la membrana (Yan y Pan 
2002) e inmobilizaci6n del metal en la pared celular (Kiefer et al. 1997; Gledhill et al. 1999; 
Macfie y Welbourn 2000); y mecanismos de detoxificaci6n intracelular: bioacumulaci6n por 
producci6n de compuestos que se unen a1 metal, como las proteinas metalotioneinas ylo 10s 
poheros polifosfatos (Wu et al. 1998; Gledhill et al. 1999; Cobbett 2000; Pistocchi et al. 
2000) y bioacumulaci6n en vacuolas e inclusiones intracitoplasdticas e intranucleares (Nassiri 
et al. 1997; Pistocchi et al. 1997). Estas respuestas de las cClulas algales tambien determinan 
una modificacibn de la biodisponibilidad y de la toxicidad del metal. Entonces, en 10s estudios 
de toxicidad, habra que considerar tanto 10s efectos de las variables ambientales sobre la 
biodisponibilidad de 10s metales pesados como iones libres (Khalil 1996), asi como 10s efectos 
de 10s mecanismos de respuesta algales. 
Por otro lado, debe tenerse en cuenta que la presencia de quelantes en el medio de cultivo 
(EDTA, Bcido nitrilo triacbtico, citratos, etc.) reduce la toxicidad de 10s metales. El EDTA esta 
considerado como el quelante miis fuerte en su athidad por 10s cationes methlicos divalentes 
Por eso, su utilization en 10s biensayos algales es bastante controvertida (Lam et al. 1999), ya 
que, debido a la formaci6n de complejos metal-EDTA, la inclusi6n del mismo en el medio de 
crecimiento puede reducir la disponibilidad de 10s cationes metalicos libres (El-Naggar y El- 
Sheek 1998; Lam et al. 1999). Si bien se ha demostrado que el EDTA puede disrninuir la 
toxicidad del cobre (Pistocchi et al. 1997; Ma et al. 2003), tambiCn se ha comprobado que 
forma complejos con ciertos micronutrientes esenciales, como el hierro, incrementando su 
biodisponibilidad. Por lo tanto, distintos protocolos de realizaci6n de bioensayos algales 
difieren en la especificaci6n del uso de EDTA en 10s medios de cultivo. United States 
Environmental Protection Agency (USEPA 1994) recomienda no agregarlo, mientras que 
Environment Canada (1992), American Society for Testing and Materials (1992) y Geis et al. 
(2000), recomiendan usar EDTA para asegurar un adecuado rendimiento del bioensayo. De 
todas maneras, cuando se trabaja con EDTA dentro del medio de cultivo, existe la posibilidad 
de estimar la concentracion del cation divalente libre ( cu2') en el medio. La deterrninacion 
experimental mis precisa de la concentracibn de cobre en solucibn se realiza mediante 
espectoscropia de absorcion at6mica. Sin embargo, en medios de cultivo de composicibn 
delinida, se puede obtener una estimation precisa utilizando programas de computaci6n tales 
como MINEQL+, el REDEQL2, el HALTFALL y otros (Westall et al. 1976; Turner et al. 
1981). 
Sobre la base de 10s antecedentes planteados, se establecib como objetivo, en esta 
secci6n de la tesis, estudiar la posible utilizaci6n de esta especie y alguna de sus 
propiedades como indice de contaminaci6n ambiental con metales pesados, 
analizando el efecto de concentraciones subletales de cobre sobre la actividad de una 
enzima clave del camino metab6lico de la clorofila (la UroD, caracterizada en el 
capitulo 11). La importancia de evaluar procesos e d t i c o s  radica en que las 
concentraciones subletales de contaminantes pueden no llegar a tener efectos 
observables sobre el crecirniento de 10s cultivos, pero, sin embargo, pueden afectar 
procesos rnetaMlicos vitales, como pasos claves de la biosintesis de la clorofila. 
111. A. 2. 1 .  Estudios del efecto del cobre sobre C. kessleri 
Se estudio el efecto in vivo de concentraciones subletales de cobre sobre la actividad de la 
enzirna UroD de la cepa BAFC CAlO de C. kessleri (Trebouxiophyceae, Chlorophyta). Se 
traba.6 con cultivos axCnicos en 150 rnl de BBM, con el agregado de una hente orghnica de 
carbono, sometidos a distintas concentraciones del metal. Se ensayaron dos concentraciones 
distintas de cobre, adicionindolo en el medio como CuC12 . 2H20 (Tabla 1). Las 
concentraciones del metal se seleccionaron sobre la base de 10s resultados obtenidos en 
bioensayos preliminares. Los ensayos se realizaron por duplicado, estableciendo como control 
el medio BBM con acetato de sodio 1%0 (plv) como fuente orghnica de carbono sin adicionar 
cobre extra, rnientras que 10s tratamientos heron realizados adicionando 17,4 mg~l y 34,8 mgfl 
de CuCl2 .2H20 (Cul y Cu2, respectivamente). En la Tabla 1 se especifica la concentracion de 
cobre libre efectivamente presente en 10s controles y en cada uno de 10s tratamientos, estirnada 
mediante el program MINEQL+ (Version 3.01). 
Tabla 1. concentracion de cobre en 10s medios de cultivo y estimaci6n de su concentraci6n como cati6n 
divalente libre LCU~'] en soluci6n al akanzarse el equilibrio. 
Cult ivo CuCI2- 2H20 Cobre en el medio [cu2'] 
(mg/l) (mgll) (CLM) (PM) 
Control - 0,4 6,3 4,5.104 
Los cultivos se iniciaron inoculando aproximadamente 1,5 x lo6 cClulas/ml y se incubaron por 
72 hs. en un agitador orbital (2 1 0 rpm) a 23 f lo C bajo luz continua (80 pmol fotones. m-2. 
6'). Luego de 72 hs de incubation, se procedi6 a la preparation de 10s extractos e d t i c o s  y 
se determino la actividad de la enzirna UroD en sobrenadantes de homogenato provenientes de 
cultivos controles y de cultivos tratados con cobre. Paralelarnente, se estim6 el crecimiento por 
recuento celular en camara de Neubauer, la tasa de crecirniento diario (p) y el conteriido de 
clorofila a (segun se describe en 10s items 11.2.1 y 11.2.2 del capitulo 11) en todos 10s cultivos. 
111. A. 2 .2 .  Extractos enzimtiticos 
Los extractos enzimiticos (sobrenadantes de homogenato) de 10s cultivos controles y de 10s 
tratados con 17,4 mgll de CuCh 2H20 (Cu,), se prepararon de acuerdo a lo descripto en el 
item 11.2.2 del Capitulo 11. Antes de la cosecha para la preparacibn de 10s extractos 
enzhiticos, se tomaron alicuotas de 10s cultivos, para estimar su biornasa por deterrninacibn 
del contenido de clorofila a y recuento celular en c h a  de Neubauer, de acuerdo a lo 
especificado en 10s items 11.2.1 y 11.2.2 del Capitulo 11. 
111. A. 2.3 .  Determinacibn de la actividad UroD 
Los sobrenadantes de homogenato provenientes de 10s cultivos controles y tratados, heron 
utilizados como fuente enzat ica para la determinaci6n de actividad UroD, segh  lo 
especificado en el item 11.2.3.2 del Capitulo 11. La rnezcla e h d a r  de incubacibn contenia, en 
un volumen final de 1,5 ml: la muestra enzhitica (0,l-0,17 mg de proteinaslml), Urogen I11 en 
una concentracibn suficiente como para obtener una relacibn sustratolproteinas de 20 nmol 
Urogedmg proteinas, GSH 1 m M  y icido etilendiaminotetraacCtico (EDTA) 0,l rnM, en 
buffer fosfato 0,067 M pH 6,5. Las incubaciones se Uevaron a cabo en oscuridad y en 
anaerobiosis, con agitacibn mechica, a 37" C por 20 minutos. En todos 10s casos se realizaron 
blancos a tiempo cero. La reaccibn se detuvo con HCI concentrado hasta una concentracibn 
final de 5 % (plv). Los productos de decarboxilacibn formados durante la reaccibn y el 
sustrato remanente se separaron y cuantificaron como porSrinas metil Csteres por HPLC, de 
acuerdo a lo especificado en el item 11.2.3.1 del capitulo 11. 
La actividad UroD se expresb como nmol de Urogen 111 decarboxiladolrng proteinas/h 
(primera etapa) o como nmol de Coprogen I11 producidolmg proteinash (segunda etapa). 
La concentracibn de proteinas se determinb por el metodo de Bradford (1976), usando 
seroalb-a bovina como esthndar. 
Los ensayos se repitieron dos veces por duplicado y 10s resultados se expresaron como la 
media + DS. 
111. A. 2. 4. Antilis estadistico 
Las comparaciones entre tratarnientos heron realizadas mediante anillisis de la varianza de una 
via (modelo I, factor fijo) (Sokal y Rohlf 1995). La suposicibn de homocedacea se comprobt, 
rnediante la prueba de Bartlett (Steel y Torrie 1986). En uno de 10s casos (comparacibn de la 
actividad de la segunda etapa), en el cud no se cumplia la suposicibn de homocedacea, se 
utiliz6 la prueba no paramdtrica por rangos de Kruskal- Wallis (Daniel 1978). 
111. A. 3. RESULTADOS 
Corno se describe a continuaci611, 10s bioensayos realizados mostraron que el cobre ejerce un 
efecto tbxico sobre 10s cultivos de C. kessleri, afectando el contenido de clorofila a y la 
actividad de la UroD. 
En 10s bioensayos de toxicidad de metales pesados normahnte se evita la adicibn de 
quelantes a1 medio de cultivo (Kaplan et al. 1987; USEPA 1994). Sin embargo, en bioensayos 
preliiares realizados en medio carente de EDTA, la cepa mostr6 un crecimiento mucho 
menor a1 esperado en 10s controles, llegando incluso a observarse que las cdlulas de 10s 
cultivos adicionados con cobre presentaban un aspect0 mils saludable. Esto puede deberse a 
que 10s quelantes en 10s medios de cultivo contribuyen a wantener en soluci6n las sales poco 
solubles de micronutrientes esenciales como el hierro y el cobre (Wood 1974). Dada la 
posibiidad de estimar la concentraci6n de catibn libre rnediante el programa MINEQL+ 
(Versi6n 3.01), se opt6 por incluir EDTA en 10s medios de cultivo a fin de eliminar la 
variabilidad adicional debida a la deficiencia de minerales esenciales. Por otra parte, se 
reemplaz6 la glucosa por acetato de sodio como hente de carbono orghico para contar con 
una hente orghica de carbono que permitiera el csllculo de la concentraci6n de cobre libre y 
un increment0 de biomasa que rindiera extractos e d t i c o s  apropiados para las 
deterrninaciones de actividad e d t i c a .  
Las estimaciones del crecimiento de 10s cultivos, luego de 72 hs. de incubacibn en las 
condiciones expuestas en el item III.A.2.1 de Materiales y Mdtodos, mostraron que no hubo 
mayores diferencias en el numero de c8lulas/ml alcanzado en 10s cultivos controles y en 10s 
cultivos tratados con cobre (Tabla 2), encontrhdose una tasa de crecimiento similar en todos 
ellos (p > 0,05). Sin embargo, el contenido de clorofila a de 10s cultivos tratados con cobre h e  
significativamente menor (p < 0,05), representando un 50-60% del valor control, tanto a1 
expresarlo en pglrnl como en pg /lo6 celulas (Tabla 2 y Figura 1). 
Tabla 2. Efecto del cobre sobre la biomasa y el crecimiento de 10s cultivos de C. kessleri 
Cultivo Nf Tasa crecimiento Clorofila a Clorofila por cdlula 
(N" cBM x 1 06) (P) (~g!d) (pg clorofila 11 o6 ctlulas) 
Control 17,63 f 1,37 
cu2 14,9 f 0,60 0,80 + 0,014 4,93 f 0,40* 0,33 + 0,03* 
Los ensayos y las estimaciones de las distintas variables ken realidos de acuerdo a lo descripto en 
Materials y Metodos. Los resultados se expresan como la media f DS. N h e r o  inicial de cdlulas mi)  
= 1,36 x 1 o6 dVml. Nf = n k o  final de dlulas. Tasa de crecimiento (p) = (In Nf - In Ni) 1 dia. * p < 
0,05. 
Control Cul Cu2 
Tratamknto 
Figura 1. N h e r o  de celulas ( -+- ) y contenido de clorofila a por &Ida ( . ) en 10s cultivos 
controles y en los cultivos tratados con 17,4 mg/l (Cul) y 34,8 mg/l (Cu2) de CuCl2 - 2H20. Los 
ensayos y las estimaciones fueron realizados de acuerdo a lo descripto en Materiales y Metodos. Los 
resultados se expresan como la media f DS. Los nheros en las barras indican el porcentaje de 
clorofila a por d u l a  con respecto a1 control. * p < 0,05. 
Dado que 10s cultivos tratados con cobre mostraron una disminucibn similar en el contenido de 
cloroflla a, se decidib probar el efecto sobre la actividad de la quint. enzima de su camino 
biosintdtico (UroD), con la menor concentracibn de cobre ensayada. Los cultivos expuestos 
durante tres dias a 17,4 mg/l de CuCl2 . 2H20 mostraron una actividad UroD (4,84 _+ 0,05 
nmol porhhadmg proteinas/h y 0 nmol p o m m g  proteinaslh para la primera y segunda 
etapa, respectivamente) menor que sus controks (8,79 + 1,16 nmol po-mg proteinash y 
2,27 f 0,75 nmol porfirhadmg proteinas/h para la primera y segunda etapa, respectivamente) 
(Figura 2). hi, en 10s cultivos tratados con cobre, la actividad de la segunda etapa disminuyb 
signdicativamente con respecto a1 control (p c 0,05), ya que no se observb actividad 
detectable, lo cual representa un 100% de inhibicibn. La comparacibn estadistica de las 
actividades de la primera etapa, en presencia y ausencia de cobre, no arrojb diferencias 
sigdicativas debido a la alta variabilidad de 10s redtados, sin embargo se observa una clam 
tendencia de disminucibn de esta act~dad,  la cual equivale a un porcentaje de inhibicibn del 
45%. 
Control Cul 
Tntamiento 
Flpm 2. Actividad especifica UroD de 10s cultivos controles y de los cultivos tratados con 17,4 mgll 
de CuC12 - 2 H a  (Cul). Los ensayos heron realizados como se describe en Materiales y Metodos, 
usando sobrenadante de homogenato como fuente eazimatica y Urogen I11 como sustrato (relacibn 
sustratolprotehs = 20 nmol Urogen IIYrng proteinas). La actividad especifica de la primera etapa 
( ) y de la segunda etapa ( ) se q r esa  como la media f DS. Los nlimeros en las barras indican 
el porcentaje de actividad con respecto a1 control. 
111. A. 4. DISCUSION 
En esta secci6n del capitulo 111, se estudio el efecto in vivo de concentraciones subletales de 
cobre. Los resultados obtenidos, al analizar el crecimiento, el contenido de clorofila a y la 
actividad de la enzirna UroD de la cepa BAFC CAlO de Chlorella kessleri, mostraron que este 
metal pesado ejerce un efecto toxic0 sobre 10s cultivos, afectando principalmente el contenido 
de clorofila a y la actividad de la UroD. 
La exposicion de 10s cultivos de la cepa BAFC CAlO de Chlorella kessleri a concentraciones 
subletales de cobre, no tuvo efectos significativos sobre su crecimiento y biomasa celular 
(Tabla 2 y Figura 1). Pese a observarse una disminucidn del contenido de clorofila a, la tasa de 
crecimiento en 10s cultivos tratados con cobre se mantuvo en valores sirnilares a la de 10s 
cultivos controles, aun con la concentraci6n de cobre mhs elevada (21 1 pM de cobre total 12 
pM de cation divalente libre). 
Distintos autores han evaluado el efecto del cobre sobre el crecimiento de diferentes especies 
del gtnero Chlorella. En general, la mayoria de estos bioensayos de toxicidad estudian la 
disminuci6n de la tasa de crecimiento (tasa de divisidn celular) o de biornasa celular final 
(rendimiento celular) despub de 48 hs - 96 hs. de exposicidn a concentraciones crecientes del 
metal (Franklin et al. 2000) para calcular las CI70 o C~SO, concentraciones que inhiben el 
crecimiento en un 70% o 50% (Nyholm y KUqvist 1989; Wong et al. 1995). Como se 
puntualizara en la Introducci6n7 la toxicidad del cobre depende de la concentration del catidn 
divalente libre (cu2'), y no de la concentracidn total del metal, lo que dificulta la comparacidn 
entre distintos estudios. Si bien es dzcil comparar 10s resultados obtenidos aqui con 10s de 
otros autores, debido a diferencias en las condiciones de bioensayo y a que generalmente s610 
se tiene en cuenta la concentracidn total de cobre en el medio, la cepa de C. kessleri aqui 
estudiada pareceria tolerar concentraciones de cobre mucho mhs altas (13,4 mgA = 21 1 pM de 
cobre en el medio que equivale a 12 pM de cu2+ libre) que las informadas para distintas cepas 
del gCnero Chlorella (Tabla 3). 
Tabla 3. Concentraciones de cobre (como cobre total en el medio de cultivo), informadas en la 
bibliografia, que inhiben el crecimiento de distintas especies del ghero Chlorella en un 50% (C150). 
Especie CIso Referencia 
(mf3'l) (PM) 
rhlnrplln qn 0 1)1)84* 0 13* Franklin ~t nl 1998 
Franklin et al. 2002 
Franklin et al. 2000 
Wu et al. 1995 
Agrawal y Kumar 1978 
Chlorella fusca Soeder et al. 1967 
Kessler 1986 
Chlorella kessleri Kessler 1986 
RojiEkovi-Padrtovi y MarSalek 1 999 
Stauber y Florence 1989 
Stauber y Florence 1989 
Chlorella protothecoides 0,O 16* 
0,2* 
Chlorella pyrenoidosa Satuber y Florence 1987 
Yan y Pan 2002 
C. saccharophila Kessler 1986 
Kessler 1986 C. sorokiniana 
Chlorella vulgaris Lam et al. 1999 
2 31,s Rai et al. 1996 
* Ausencia de EDTA en el medio de cultivo 
Como se dijo anteriormente, en 10s estudios de toxicidad, deben considerarse tanto 10s hctores 
ambientales (Khalil 1996), como 10s mecanismos de respuesta algales, que pueden afectar la 
biodisponibiidad de 10s metales pesados como iones libres (Xue et al. 1996; Ma et al. 2003). 
Entre 10s factores atenuantes de la toxicidad del cobre y de 10s metales pesados en general, que 
deben tenerse en cuenta, se encuentran la presencia de EDTA y de quelantes organicos en el 
medio de cultivo y el tamaiio del in6culo inicial del bioensayo. En 10s trabajos que figuran en la 
Tabla 3, 10s medios de cultivo corresponden tanto a medios minerales sin quelante como a 
medios conteniendo unicarnente EDTA como quelante, mientras que en el estudio realizado 
aqui, el medio adem& contiene acetato de sodio. Tanto en otras algas (Farrel et al. 1990; El- 
Naggard et al. 1998), como en la especie aqui estudiada (Schiariti et al. 2003), se ha 
demostrado que el acetato y la glucosa a t e n h  10s efectos del cobre debido a su capacidad de 
quelar metales. Por lo que la tolerancia a concentraciones mils altas de cobre total que se 
encontr6 en esta cepa de C. kessleri podria deberse, en parte, a la menor concentraci6n de 
cu2' libre en 10s medios de cultivo utilizados en 10s bioensayos. Sin embargo, a pesar de la 
presencia de quelantes en el medio, la concentraci6n de cu2' libre (12 pM, calculada mediante 
el program MINEQL) en 10s bioensayos aqui realizados con C. kessleri (en presencia de 
EDTA y de acetato de sodio), resulta ser mhs alta que las concentraciones de cobre total 
informadas en 10s otros trabajos (* en Tabla 3). Entonces, puede decirse que esta cepa, 
efectivamente, presentaria una tolerancia mayor a la de las especies estudiadas por otros 
autores, lo cual podria representar una ventaja si se desea utilizarla en procesos de 
biorremediaci6n. En cuanto al tamaiio del inbculo de partida, la mayoria de 10s protocolos de 
10s bioensayos algales recomiendan una densidad celular inicial de 10' a 10' cdlulas/rnl, como 
un cornpromiso entre maximizar la sensibilidad del bioensayo y tener suficientes cClulas como 
para poder determinar 10s cambios en la densidad celular durante la duraci6n del rnismo 
(Stauber 1995). A pesar de que existen evidencias de que la sensibilidad a un t6xico disminuye 
con el aumento de la densidad celular inicial (Straton y Giles 1990; Moreno-Garrido et al. 
2000; Franklin et al. 2002), Wong y Couture (1986) y miis recientemente Blaise y MCnard 
(1 998) recomendaron un inoculo algal de 10' y 1 o6 cAulas/ml, respectivarnente. En este caso, 
debido a la necesidad de contar con una biomasa considerable que permitiera la determinaci6n 
de la actividad de la enzirna UroD, el in6culo inicial h e  de aproximadamente 1,5 x lo6 
cClulas/ml. Como las cdlulas se dividen diariamente, la biomasa final alcanzada es aim mis alta 
y puede llevar a la adsorci6n del metal a una mayor superficie total de paredes celulares, 
disminuyendo la biodisponibiidad para cada cClula en particular. Ademiis, se sabe que muchas 
algas, como mecanismo de respuesta a la presencia de distintos metales, liberan a1 rnedio 
compuestos extracelulares quelantes (Lombardi y Vieira 2000; Macfie y Welbourn 2000; 
Pistocchi et al. 2000; Rijstenbil y Gerringa 2002). Por lo tanto, el aumento de la producci6n de 
exudados por un mayor n h e r o  de cdlulas, tambiCn puede iduir en la biodisponibilidad a1 
variar la especiaci6n quimica del cobre por la formacibn de complejos exudado-Cu, no t6xicos 
(Gomilez Dhvila el al. 1995). Todo ello tambidn puede explicar las diferencias con 10s 
resultados observados en otras especies de Chlorella. 
Como se sefial6 anteriormente, tarnpoco pueden descartarse 10s factores intrinsecos de la 
especie algal, como son 10s mecanismos de detoxificaci6n y de exclusi6n (Ma et al. 2003). Se 
sabe que ciertas especies algales son mhs tolerantes a 10s contaminantes que otras y a h  
diferentes cepas de la rnisma especie pueden reaccionar en forma distinta debido a diferencias 
geneticas (Prasad et al. 1998; Baos et al. 2002). En esta cepa en particular, la pared celular es 
rica en poli N-acetilglucosamina (ver capitulo I), lo que determina una abundancia de grupos 
acetilo que constituyen sitios de uni6n para 10s metales y pueden conferirle una mayor 
protecci6n extracelular. Ademis, como se ha informado para otras algas e incluso para otra 
cepa de C. Ressleri (MarWek y RojiEovh-Padrtovii 1996; Prasad et al. 1998), tampoco puede 
descartarse en esta cepa, la posibilidad de la existencia de un mecanism de exclusi6n 
extracelular por liberacibn al medio de compuestos quelantes de metales (hcido glic6lic0, 
polisacxkidos y carbohidratos). Por otra parte, se ha informado que las especies de ambientes 
kidos suelen ser mis tolerantes a la contarninaci6n por metales (Rai et al. 1996). La cepa de 
C. kessleri estudiada aqui, proviene de un ambiente termal, en el cual soporta condiciones 
extremas que incluyen un pH muy hcido (2,5-3), altas concentraciones salinas, temperaturas de 
hasta 35°C y alta irradiacibn (item 1.2.1. del Capitulo I), por lo que podria esperarse cierto 
grado de resistencia que explicaria, en parte, su mayor tolerancia a1 cobre. 
Si bien la exposici6n a concentraciones subletales de cobre puede no tener efectos observables 
sobre el crecirniento, pueden estar afectados procesos metab6licos esenciales. En este caso, 
pudo observarse un efecto sobre el contenido de clorofila a, el cual disminuy6 entre un 50% y 
60% en 10s cultivos tratados con las dos concentraciones de cobre (Tabla 2 y Figura 1). La 
disminuci6n del contenido de clorofila o clorosis es uno de 10s efectos mils comunes de la 
exposici6n a concentraciones subletales de cobre (Rama Devi y Prasad 1998; Gonzales et al. 
1998). Ello puede deberse tanto a una interferencia en la sintesis de clorofila (Lam et al. 1999), 
como a la desorganizaci6n de las membranas del cloroplasto y destrucci6n de ese compuesto, 
debidos a procesos de peroxidaci6n lipidica desencadenados por la generacidn de especies 
reactivas de odgeno por parte del cut' (Rarna Devi y Prasad 1998; Babu et al. 2002 Rijstenbil 
y Gerringa 2002). Ademis, la inhibicibn de la sfntesis de clorofila por cobre puede llevar a una 
acumulaci6n de sus precursores. Como estos compuestos son altamente fotooxidables (Mock 
et al. 1998), generan especies reactivas de oxigeno por absorci6n de energia luminica (Hu et 
al. 1998) y, por lo tanto, pueden provocar un aumento adicional de 10s procesos de 
peroxidaci6n. Sin embargo, en un trabajo paralelo, llevado a c a b  con la misma especie 
expuesta a las mismas condiciones aqui estudiadas, se encontr6 que la disminuci6n de clorofila 
a con concentraciones crecientes de cobre no estaba acompaiiada por un aumento de la 
peroxidacion lipidica (Schiariti et al. 2003). Ello parece indicar que, en esta cepa, la inhibici6n 
de la sintesis de clorofila por presencia de cobre, seria la principal implicada en la disrninuci6n 
de su contenido. Tomando en cuenta 10s resultados de ambos estudios, no puede descartarse la 
posibilidad de que, en esta cepa, existan mecanismos celulares miis eficientes para la captura de 
10s radicales libres generados por la presencia del metal. Ademis, corno ha sido demostrado 
para otras algas y para distintas especies del gdnero Chlorella, las dlulas algales pueden 
responder a la presencia del metal produciendo polifosfatos y proteinas tales como 
~netalotioneinas o fitoquelatinas que acomplejan metales y disminuyen la concentraci6n de 
cati6n libre en el medio intracelular (Knauer et al. 1997; Wu et al. 1998; GledhiU et al. 1999; 
Tam et al. 2001). La determinaci6n de cuhl es el mecanismo de detoxificaci6n realmente 
predominante en esta cepa, requeririi estudios experimentales posteriores, como 
determinaciones de 10s niveles intracelulares de proteinas quelantes, de la actividad de enzinaas 
antioxidantes (super6xido dismutasa, ascorbato peroxidasa, etc.) y de la producci6n de 
compuestos antioxidantes de bajo peso molecular (ascorbato, glutation, carotenoides y 
fenoles) . 
Los resultados observados a1 analizar el contenido de clorofila a de 10s cultivos tratados con 
cobre, concuerdan con 10s resultados especificamente obtenidos al analizar el efecto de este 
metal sobre la actividad de la quinta enzima del camino biosintdtico de la clorofila (UroD). Las 
determinaciones de la actividad de la enzima UroD proveniente de cultivos tratados (Figura 2), 
mostraron un porcentaje de inhibici6n (45%) que correlaciona con el porcentaje de 
disminucibn de clorofila a detectado (50%). Por lo tanto, puede d e c k  que en esta cepa de C. 
kessleri, la disminuci6n del contenido de clorofila a puede deberse, principalmente, al efecto 
inhibitorio del cobre sobre el camino de sintesis de ese compuesto. 
Se ha informado que la UroD es inhibida por una amplia variedad de compuestos, incluyendo 
metales pesados, siendo el CU" uno de 10s iones methlicos ds poderosos en inhibii su 
actividad (Koopmann y Batlle 1987; Jones y Jordan 1993; Chauh  et al. 2001). Como se 
especificara en el capitulo anterior, no existen trabajos previos a esta tesis sobre la UroD de 
especies del gCnero Chlorella o de alguna Chlorophyta. Inclusive, el h ico  trabajo realizado en 
algas fbe la caracterizacibn de la UroD de Euglena gracilis (Euglenophyta) realizada por 
Juknat et al. (1989). Por lo tanto, tampoco existen datos de la influencia de metales sobre la 
actividad de esta enzima proveniente de fbentes algales. Uno de 10s efectos tbxiws infonnados 
para este metal es, precisarnente, la inhibicibn de ciertas enzimas, por bloquear o interferir con 
sus sitios activos a1 unirse con 10s grupos sulhidrilos o tioles (Lam et al. 1999; Rijstenbil y 
Gerringa 2002), e incluso se ha demostrado que puede unirse a fitoquelatinas (proteinas 
quelantes de metales) que poseen a1 menos dos residuos de cisteina (Ahner et al. 1995). La 
UroD es una proteina acidica con carga neta negativa a pH neutro y con una alta afinidad por 
cargas positivas (Straka y Kushner 1983). En su sitio activo presenta grupos sulfhidrilos, 
estando implicados, a d e m ,  residuos de cisteina e histidina (Koopmann y Batlle 1987; Jones y 
Jordan 1993, Mock et al. 1995; Cha& et al. 2001). La presencia de estos grupos es 
importante para su actividad enzimSltica y se ha demostrado que la modificacibn de ellos 
inactiva la UroD de la bacteria fotosint6tica Rhodobacter sphaeroides (Jones y Jordan 1993). 
Por lo tanto, la inhibicibn de la actividad de esta enzima, detectada especificamente aqui para 
C. kessleri, puede ser ejercida por la capacidad de este catibn de asociarse a 10s grupos 
s ~ d r i l o s  implicados en su sitio activo. 
Los resultados obtenidos con esta cepa de C. kessleri (Figura 2), mostraron una clara 
inhibicibn de la actividad UroD (45% para la primera etapa y 100°? para la segunda etapa) con 
una wncentracibn efectiva de cuZC en el medio muy baja (2,6 x 1u3 pM). Se ha informado 
que el cobre inhibe, principalmente, la conversibn de uroporfkhbgeno en 
heptacarboxiporfirin6geno (Straka y Kushner 1983), disminuyendo por lo tanto la formacibn 
de este liltimo, lo cual podria explicar la inhl'bicibn del 100% observada en la actividad de la 
segunda etapa de la UroD de C. kessleri expuesta a esa concentracibn de cobre. Dado que no 
se observaron efectos letales durante el period0 de 10s bioensayos, es probable que el pool 
previo de clorofila y/o la cantidad sintetizada, aunque baja, heran suficientes para que las 
hciones esenciales pudieran continw reamdose  en presencia de una fbente adicional de 
carbon0 orghico y, de esa manera, que 10s cultivos pudieran sobrevivir el corto tiempo 
ensayado. 
Hasta el momento, s610 existen antecedentes de estudios in vitro sobre el efecto del cobre en la 
actividad UroD. Koopmann y Batlle (1987) inforrnaron una inhibicibn mayor a1 95% en la 
actividad UroD de Rhodopseudomonas palustris, con 1 mM de cu2+; Jones y Jordan (1993) 
inforrnaron una inhibicidn del 43% en la actividad UroD de la bacteria fotosintdtica 
Rhodobacter sphaeroides, con 1rnM de cu2'; Chaufh et al. (2001) informaron una inhibicibn 
del 14%, 90% y 95% en la actividad UroD de hfgado de rata, con concentraciones 2,5 pM, 3 
pM y 100 pM de cu2', respectivamente. En 10s trabajos mencionados estudiaron el efecto in 
vitro sobre la UroD, expuesta a la accibn directa del tbxico, mientras que 10s cultivos aqui 
estudiados heron expuestos in vivo. La diferencia entre 10s resultados de estos dos tipos de 
ensayos, se deben principalrnente a que la exposicibn directa de la enzima a1 cu2' en 10s 
ensayos in vitro, excluye 10s mecanismos de deknsa y detoxificacibn de la cClula que, incluso, 
pueden disrninuir atin mhs la concentracibn a la que efectivamente est4 expuesta la UroD en 10s 
ensayos in vivo. Los resultados obtenidos en este trabajo de tesis demuestran la importancia de 
realizar ensayos in vivo, en 10s que el efecto del metal no s610 estaria asociado con su accibn 
directa sobre la enzima, sino tambidn con 10s procesos nocivos desencadenados a nivel celular 
por el mismo (como desestabilizacibn de membranas y generacibn de radicales libres) que 
pueden contribuir a1 aurnento de su acci6n inhibitoria sobre la enzima ensayada. Este estudio 
muestra, tambien, que dosis de cobre aparentemente no tbxicas a nivel de crecimiento pueden 
tener efectos daainos a nivel del metabolism0 celular. En ese sentido, 10s resultados obtenidos 
en este trabajo sugieren que la determinacibn de la actividad de la enzima UroD podria 
constituir un biomarcador de la toxicidad de niveles de cobre que no alcanzan a producir 
efectos ponderables sobre el crecirniento algal. 
Por otm pq-te, tzunbikn se observa que 10s organismos (en este caso una microalga) pueden 
sufrir daiios a nivel metab6lico con concentraciones de cobre (6,9 mgll = 110 @I) que son 
cercanas a 10s valores de mivrima descarga diaria de cobre permitida para la industria 
(principalmente de hndicion) en paises desarrollados como Estados Unidos (3 a 4,5 mgll; 
USEPA 2002a) y que son m h  bajos que 10s valores residuales detectados en algunos efluentes 
industriales luego de su tratamiento (330 pM; McLarnon-Riches et al. 1998). lkto pone de 
manifiesto la complejidad del establecirniento de norrnas de manejo industrial y de calidad de 
aguas. Estos criterios deterrninan la concentracibn de cobre, independientemente de la 
concentracibn efectiva de cu2+ libre asociada a ella, y debe tenerse en cuenta que 10s 
organisms, en realidad, pueden estar expuestos a concentraciones de catibn divalente libre 
ds altas o ds bajas en h c i 6 n  de las diferentes condiciones del arnbiente acuitico y que, 
ademhs, 10s metales pueden acurnularse en ellos, rnagnificando su concentracibn intracelular 
(bioconcentracibn o bioma@caci6n) y por cnde la exposicibn de las enzimas implicadas en 
10s diversos caminos metab6licos (Moore y Ramamoorthy 1984; Pistocchi et al. 1997; Macfie 
y Welbourn 2000; Tam et al. 2001 ; Franklin et al. 2002; Yan y Pan 2002; Ma et al. 2003). 
111. A. 5. CONCLUSIONES 
En esta seccibn se presentaron 10s resultados obtenidos a1 estudiar el efecto de concentraciones 
subletales de cobre sobre 10s cultivos de la cepa BAFC CAlO de C. kessleri. Dichos resultados 
demuestran la factibilidad del uso de C. kessleri en estudios de contarninacibn y, en base a 
ellos, puede concluirse que: 
*3 Concentraciones de cobre aparentemente no tbxicas a nivel del crecimiento, pueden tener 
efectos nocivos a nivel del metabolismo celular, en este caso demostrado especfficamente 
por su accibn inhibitoria sobre la enzirna UroD. 
*:* Las concentraciones de cobre, ensayadas en este estudio, inhiben en un 45% la actividad de 
la UroD de esta cepa, quinta enzima del camino biosint&ico de la clorofila. 
*$ En la disminucibn del contenido de clorofila a, observada en esta cepa expuesta a las 
concentraciones de cobre ensayadas, esth irnplicado un efecto inhibitorio sobre una enzirna 
clave de su carnino biosintCtico. 
01. Esta cepa de C. kessleri toleraria concentraciones de cobre mh elevadas que las 
informadas para otras especies del gdnero Chlorella. Ello podria indicar la existencia de un 
rnecanismo de detoxificacibn mh eficiente. El adisis de esto tiltimo requerirh estudios 
posteriores, como determinacibn de 10s niveles intracelulares de proteinas quelantes, de la 
actividad de enzimas antioxidantes (catalasa, superbxido dismutasa, ascorbato peroxidasa, 
etc.) y de la produccibn de compuestos antioxidantes (ascorbato, glutation, carotenoides, 
fenoles). 
*:* La determinacibn de la actividad UroD podria constituir un biomarcador de la toxicidad de 
niveles de cobre (ylu otros metales pesados) que no alcanzan a producir efectos 
ponderables sobre el crecimiento algal. En relacibn con esto, podria proponerse una 
modificacibn de 10s criterios de determinacibn de 10s niveles de descarga &a perrnitida 
para estos contaminantes en efluentes industriales, de manera que involucren marcadores 
del metabolism0 celular. 
BIOENSAYOS DE TOXICIDAD DE 
XENOBI~TICOS 
Otro problema importante en la actualidad, es la contarninacibn de 10s cuerpos de agua por 
compuestos orghicos, extremadarnente tbxicos para las microalgas, como herbicidas, 
pesticidas, hidrocarburos del petrdleo e hidrocarburos aromiticos polihalogenados (HAPs) que 
incluyen 10s hidrocarburos policlorinados. Los HAPs ingresan en 10s ecosisternas acuiticos por 
diferentes hentes (por ej. pesticidas y actividad de industrias quimicas) y pueden persistir en 
ellos por varios aiios (Gbmez-Catahin et al. 1993; Mufioz et al. 1996). En el mundo, se 
fabrican alrededor de 1 1.000 compuestos organoclorados, lo que implica la liberacibn de miles 
de subproductos &. Por ejemplo: durante la rnanufactura, uso y elirninacibn de una amplia 
garna de productos comerciales como pesticidas, solventes, lubricantes, refiigerantes, jabones, 
desodorantes y cosmdticos (Jenkins et al. 1993; Costner et al. 1995; Michielsen et al. 1999), 
se crean una gran cantidad de subproductos organoclorados tbxicos no deseados (dioxinas, 
dibnzofbranos, paradioxinas, bifenilos policlorinados, bencenos policlorinados, incluyendo 
hexaclorobenceno). Ademb, la potabilizacibn del agua, por cloracibn, es otra via de 
generacibn de subproductos clorinados. Entre estos cornpuestos, el hexaclorobenceno (HCB), 
es uno de 10s 11 contaminantes orghicos hidrofbbicos identificados como riesgosos en las 
listas de la Unibn Europea y de la USEPA (Bro-Rasmussen et al. 1994; USEPA 1994 y 
2002b). Aunque en paises corno Australia, Alemania, Canadti, Estados Unidos y Argentina se 
ha prohibido su uso comercial, atin se detectan en ambientes acutiticos, posiblernente 
provenientes de distintos procesos industriales (Menone et al. 2001; Breivik et al. 2002; Meijer 
et al. 2003). El HCB se usa como hgicida para el tratamiento de semillas de cereales 
(principalrnente trigo) y es un subproducto de la sintesis de pesticidas (corno el Picloram) y 
herbicidas (corno el hido 2,4 diclorofenoxi adtico: 2,4D o DCPA) (Cox 1998). Otras hentes 
de emisibn de HCB a1 arnbiente, son la incineracibn de residuos y el proceso de extraccibn de 
magnesio (Costner 2000; Breivik et al. 2002; Meijer et al. 2003). El HCB es tbxico para 10s 
organisms acuiticos y terrestres, es persistente y bioacumulable. Si bien tiene una baja 
solubilidad en agua, puede persistir por mucho tiempo, con una vida media de 6 aHos en aguas 
superficiales y de 11 aiios en aguas profhdas (Cox 1998). Como ya se comentara, las algas 
tienen uno de 10s roles principales en la acumulacibn de todo t i p  de contaminantes y, 
especificamente, en la de estos contaminantes hidrofbbicos. Se ha informado que la 
bioacumulaci6n de HAPS en ellas es muy dpida, por lo que cumplirian el papel principal en la 
persistencia y entrada de estos xenobioticos en la cadena alimentaria del ecosistema acuhtico 
(Mufloz et al. 1996). El fitoplancton puede bioacumular alrededor de 34 t6xicos orginicos 
diferentes (Allen-Gil et al. 1997). La acumulaci6n de estos contaminantes incluye una 
adsorcion en la superficie celular que, en muchas especies algales, puede incrementarse por 
tener material extracelular asociado a sus paredes y una absorcion hacia el interior celular 
(Sicko-Goad y Stoermer 1988). De esa manera, las algas acumulan el HCB y Cste, como la 
mayoria de 10s compuestos organoclorados, tiene una tendencia a biomagnificarse a travCs de 
la cadena tr6fica (Riisgaard y Hansen 1990; Senthilkumar et al. 2001; Gray 2002). Por 
ejemplo, la bioacumulacion de HCB en las algas es 570 veces el nivel de exposici6n y a medida 
que se asciende en la cadena tr6fica la acumulaci6n es mucho mayor, encontrhdose, cerca del 
tope (aves acuiiticas), a concentraciones 25 millones de veces m h  altas que en el agua (Allen- 
Gil et al. 1997; Senthilkumar et al. 2001). La exposicidn e ingesti6n de HCB en humanos y 
animales daiia el higado, la tiroides, el rfibn, el sistema nervioso, el sistema endocrino, el 
sistema inmune, la reproduction y el desarrollo, y tiene efectos mutagdnicos y carcinogCnicos. 
Ademhs, interfiere con enzimas del carnino metabblico del h e m  y causa la enfermedad Porfiria 
Cuthea Tarda en humanos y animales de laboratorio (Elder 1998). Particularrnente, se sabe 
que la enzima UroD es inhibida in vivo por HAPS, siendo Cste el punto clave de su accion 
t6xica (Elder 1998; Chaufan et al. 2001). Como se especificara en el capitulo anterior, esta 
enzirna es una de las enzimas regulatorias claves del camino metaMlico del hem0 y de las 
clorofilas, por lo que resulta relevante cornprobar si el HCB, en microalgas, tambiCn afecta 
este importante punto de control rnetab6lico. 
Numerosos estudios han demostrado que distintos t6xicos orghicos, como 10s herbicidas, 
HAPS (incluyendo el HCB), hidrocarburos del petrdleo, aceites y otros compuestos orghicos 
son extremadamente toxicos para las algas (Mufloz et al. 1996; Caux et al. 1996; Kong et al. 
1998; BCrard y Pelte 1999). TambiCn se ha demostrado que las algas son capaces de 
metabolizar o llevar a cabo biotransformaciones sobre 10s compuestos arodticos (Tikoo et al. 
1997; Semple et al. 1999; Yang et al. 2002) que, aunque no sean completas, son importantes 
para cambiar su naturaleza quimica y hacerlos susceptibles al ataque de otros microorganismos 
que podrian completar su biodegradacibn (Meulenberg et al. 1997). Los efectos toxicos 
observados en bioensayos unialgales, incluyen: alteraci6n de la tasa de crecimiento causando 
una disrninuci6n o interrupci6n del mismo (Tukaj y Bohdanowicz 1995a; Muiloz et al. 1996), 
aumento del tarnafio celular (Tukaj y Bohdanowicz 1995b), disminuci6n de la sintesis de 
proteinas (El-Sheekh et al. 1994; Kong et al. 1998) y reducci6n de la fotosintesis (Cau et al. 
1996; Mufioz et al. 1996) por desacoplamiento o bloqueo del transporte de electrones (Brack 
y Frank 1998; Joliot y Joliot 1998; Caw et al. 1996), inhibici6n de la captacibn de CO2 (El- 
Sheekh et al. 1994), destrucci6n de clorofila e inhibicidn de su sintesis (Sicko-Goad y 
Stoerrner 1988). Se ha reportado que el HCB y otros HAPS inducen estres oxidative in vivo e 
in vitro, evidenciado por el aumento de la producci6n de malondialdehido, por el aumento de 
la actividad de las enzirnas antioxidantes catalasa, super6xido dismutasa, ascorbato peroxidasa, 
glutation-S-transferasa y glutation peroxidasa y por el aumento de la producci6n de 
compuestos antioxidantes como el GSH y 10s carotenes (Roy et al. 1995; Yang et al. 2002; 
Lei et al. 2003). Ademb, se ha demostrado especificamente, mediante estudios de 
quimiolurniniscencia, que estos contaminantes inducen un aumento en la producci6n de 
especies reactivas de oxigeno (Bagchi et al. 1995) debido a su capacidad de unirse a 
citocromos y desacoplar el transporte de electrones (Ferioli et al. 1984). Por otra parte, 10s 
HAPS tienen la capacidad de inducir sistemas e d t i c o s  que metabolizan xenobi6ticos 
(Bagchi et al. 1995). Uno de ellos, es el sistema citocromo PdS0, el cual se ha demostrado que 
estb presente en plantas superiores, algunas Clorophyta y otros grupos algales (Pflugmacher y 
Sandermann 1998; Roy et al. 1995) y que se encuentra implicado en la biotransformacibn de 
HAPS en C. sorokiniana y C. fusca (Thies et al. 1996). Tambidn, como se ha informado para 
Selenastrurn capricornutum, en la metabolizaci6n de estos compuestos puede intervenir la 
enzima dioxigenasa (Warshawsky et al. 1995; Semple et al. 1999) o la enzima glutation-S- 
transkrasa (Tang et al. 1998). Estos mecanisms de metabolizaci611, implican la formaci6n de 
productos intermediaries (algunos de 10s cuales pueden ser a h  m h  t6xicos que el compuesto 
parental) para llegar a producir compuestos m& solubles que puedan ser inmovilizados por 
conjugacibn con hcido glucur6nico o con glucosa (Warshawsky et al. 1995; Semple et al. 
1999), o que puedan ser eliminados de la dlula mhs ficilmente. 
Sobre la base de 10s antecedentes planteados, se estableci6 como objetivo, en esta 
secci6n de la tesis, estudiar la posible utilizacidn de esta especie y alguna de sus 
propiedades como indice de contaminaci6n arnbiental con xenobi6ticos, evaluando el 
efecto del HCB sobre el crecimiento y sobre la actividad de una enzirna clave del 
camino metab6lico de la clorofila (UroD, caracterizada en el capitulo 11). 
111. B. 2. 1. Estudios del efecto del HCB sobre C kessleri 
Se estudib el efecto in vivo del HCB sobre el crecimiento algal y la actividad de la enzima 
UroD de la cepa BAFC CAlO de C. kessleri. Se trabajb con cultivos axenicos en 150 ml de 
BBM con el agregado de una fbente orghica de carbono, sometidos a distintas 
concentraciones del contaminante, y se determind la actividad UroD en sobrenadantes de 
homogenato provenientes de cultivos controles y cultivos tratados con HCB. Para ello, se 
iniciaron tres cultivos axknicos en medio BBM con glucosa 1%0 (plv) como fbente orghnica de 
carbono, inoculando 1,s x lo6 c~lulas/ml e incubslndolos bajo condiciones esthdar. A 10s tres 
dias de crecimiento, a uno de 10s cultivos (HCB+) se le agreg6 HCB (lrngll de medio de 
cultivo), partiendo de una solucibn madre de lg  HCBA de MeOH (Mufioz et al. 1996), a otro 
(MeOH+) se le agregb MeOH 0,l % (vlv) y el restante (control) continub creciendo en rnedio 
normal. A 10s seis y a 10s doce dias totales de crecimiento (tres y nueve dias de exposicibn a1 
HCB ylo a1 metanol), se procedib a la preparacibn de 10s extractos e ~ t i c o s  a partir de 10s 
cultivos controles y tratados, para determinar la actividad UroD. El bioensayo se reah5 por 
duplicado y, paralelamente, se estimb el crecimiento por recuento celular en c h a  de 
Neubauer, la tasa de crecimiento diario (p) y el contenido de clorofila a y de carotenos totales, 
a 10s tres, seis y doce dias de crecimiento de cada cultivo (segh la metodologia descripta en 
10s items 11.2.1 y 11.2.2 del capitulo 11). La estimaci6n del contenido de carotenos totales, se 
realid de acuerdo a Lichtenthaler (1 987). 
111. B. 2.2. Ertractos enzimdticos 
Los extractos enzhhticos (sobrenadantes de homogenato) de 10s cultivos controles y tratados 
con metanol y HCB, se prepararon de acuerdo a lo descripto en el item 11.2.2 del Capitulo 11. 
Antes de la cosecha para la preparacibn de 10s extractos e ~ t i c o s ,  se tomaron alfcuotas de 
10s cultivos, para estimar su biomasa por determinacibn del contenido de clorofila a y recuento 
celular en ciunara de Neubauer, de acuerdo a lo especificado en 10s items 11.2.1 y 11.2.2 del 
Capitulo 11. 
111. B. 2.3. Determinacio'n de la actividad UroD 
Los sobrenadantes de homogenato provenientes de 10s cultivos controles y tratados, heron 
utiliidos como hente enzimhtica para la determinacidn de actividad UroD, se@n lo 
especificado en el item 11.2.3.2 del Capitulo 11. La actividad UroD se determind de la rnisma 
forma que en la seccidn A (item III.A.2.3). 
111. B. 2 .4 .  Anrilisis estadhtico 
Las comparaciones entre tratamientos y tiempos de exposicidn heron realizadas mediante 
adlisis de la varianza de dos vias (clasificacidn mcltiple, ambos hctores fijos) (Steel y Torrie 
1986). En aquellos casos en 10s cuales la interaccidn entre fhctores era significativa, se realiz6 
un analisis de efectos simples (Sokal y ROW 1995). Para cada tiempo, se realizaron 
comparaciones entre el tratarniento y sus correspondientes controles (MeOH+ vs. control, 
HCB+ vs. control HCB+ vs. MeOH+), mediante el procedimiento de Dunnett (Steel y Torrie 
1986). 
111. B. 3. RESULTADOS 
Como se describe a continuacibn, 10s bioensayos realizados mostraron que el HCB ejerce un 
efecto t6xico sobre 10s cultivos de C. kessleri, afectando el crecimiento y la actividad de la 
UroD. 
A1 analizar el efecto del HCB sobre el crecirniento de C. Ressleri, se observa que la adici6n de 
contarninantes (MeOH y MeOH m6s HCB) no tuvo efectos sobre el contenido de clorofla 
(Tabla 1). En cambio, si se observa un efecto sobre el niunero de cClulas/ml (Tabla 1 y Figura 
1). Los controles siguieron una curva de crecimiento tipica de 10s cultivos en lote, 
encontrhdose, en el momento de determinaci6n de 10s distintos parhmetros, en su fase 
exponencial (tres y seis dias de crecimiento) y en su fase estacionaria (doce dias de 
crecimiento). En 10s cultivos MeOH +, se observ6 una disminuci6n de la tasa de crecimiento 
fiente a1 agregado del contaminante, la cual se rnantuvo constante y disminuida hasta el final 
del bioensayo (Tabla 1). En carnbio, 10s cultivos HCB + mostraron una fberte caida de la tasa 
de crecimiento fiente a1 agregado del contaminante durante 10s tres dias posteriores a su 
adici6n (Tabla I), resultando incluso negativa Sin embargo, durante 10s seis dias subsiguientes 
se observ6 una recuperacibn, con aumento de la tasa a valores superiores a la de 10s cultivos 
controles (0,06 vs. 0,Ol) llegando, al f inabr  el bioensayo, a un niunero de cClulas/ml similar 
al de estos ~ltirnos (Tabla 1 y Figura 1). A d e d  de no observarse una caida del contenido de 
clorofila a, el contenido en carotenos no present6 diferencias significativas, bajo las distintas 
condiciones ensayadas. 
Tabla 1. Contenido de clorofila a, contenido de carotenos, y crecimiento de 10s cultivos de C. kessleri 
sometidos a los distintos tratamientos. 
N f cloroflla a carotenes Tasa de crecimiento (p) Tratamiento 
pg i 06ca d l  06&l 0-3 3-6 6-12 
Control (3) 30,98 f 2,l 0,47 f 0,033 0,12 f 0,008 0,99 f 0,001 0,04f 0,012 - 
MeOH + (3) 28,18 + 1,7 0,47 f 0,028 0,12 f 0,007 0,98 f 0,004 0,01+ 0,000 
HCB + (3) 25,01 f 1,3 0,58 f 0,034 0,14 f 0,008 0,98 f 0,002 -0,06+ 0,009* - 
Control (9) 33,70 + 2,2 0,4 1 f 0,026 0,12 f 0,008 0,01 f 0,001 
MeOH + (9) 30,18 f 1,7 0,5 1 + 0,029 0,14 f 0,008 0,01 f 0,001* 
HCB + (9) 36,lO f 2,s 0,47 f 0,033 0,12 f 0,009 0,06 f 0,002* 
Nf: n h e r o  de cklulas alcanzado en los cultivos (W&lulas/ml x lo6) a1 cortar el ensayo. El n h e r o  
entre parhtesis indica 10s dias totales de tratamiento. Los cultivos se iniciaron en el dia 0 y los 
agregados (MeOH o HCB) se realiuvon a1 final del term dfa de crecimiento, manteniendo los cultivos 
tres y nueve dias msls antes de la cosecha (seis y doce &as totales de crecimiento). Se calcularon las 
tasas de crecimiento de los cultivos antes y despds de ser expuestos a los contaminantes. * p< 0,05. 
Figura 1. Efecto del HCB y del MeOH sobre el crecimiento de 10s cultivos de C. kessleri. El bioensayo 
h e  r e a h d o  como se describe en Materiales y Mdodos. El crecimiento de los cultivos Controles 
(-+- ), y de los cultivos expuestos a MeOH ( ) o a HCB ( -A- ) se expresa como la media 
del n h e r o  de c6lulas/ml x 1 06. Por rmnes de claridad visual, se omitieron las barras de DS (presentes 
en la tabla 1). La flecha en el area del grhfico indica el momento de adici6n de la soluci6n metan6lica de 
HCB o del MeOH a los cultivos HCB + y MeOH + respectivamente. 
Los resultados de 10s ensayos de actividad UroD en 10s cultivos sometidos a la accibn del HCB 
se muestran en las Figuras 2 y 3 y en la Tabla 2. La actividad UroD fbe determinada en 10s 
sobrenadantes de homogenato provenientes de cultivos cosechados a 10s seis y a 10s doce dias 
totales de crecimiento (tres y nueve dias de exposici6n a 10s contaminantes). 
Los cultivos expuestos durante tres dias a la acci6n del HCB, mostraron una actividad UroD 
significativamente menor que 10s cultivos controles y que 10s expuestos hicamente a metanol 
(p< 0,05), observhdose una actividad del 66% para la primera etapa y del 58% para la 
segunda etapa respecto de 10s cultivos tratados linicamente con metanol y del20% y del 19% 
para la primera y segunda etapa, respectivamente, comparada con la de 10s cultivos controles 
(Figuras 2 y 3). Por otra parte, 10s cultivos tratados durante tres dias con metanol presentaron 
una actividad del 30% para la primera y del 33% para la segunda etapa, respecto de 10s 
cultivos controles (Figuras 2 y 3). De todas maneras, en 10s cultivos HCB +, la actividad UroD 
sufkib una caida adicional, observhdose una inhibici6n del 34% y 42% para la primera y 
segunda etapa, respectivamente, respecto de 10s cultivos tratados con metanol (MeOH +) y del 
80% y 81% para la prirnera y segunda etapa, respectivarnente, respecto de 10s cultivos 
controles (Tabla 2). 
En cuanto a 10s cultivos expuestos durante nueve dias, xnostraron una actividad UroD 
sigdicativamente mayor que sus respectivos controles @< 0,05) (Tabla 2 y Figuras 2 y 3). 
Los cultivos controles de este dia presentaron una actividad especifica para la primera (4,85 + 
0,04 nmol porfirinadmg proteinash) y para la segunda etapa (1 ,08 f 0,01 nmol porfirinasmg 
proteinak) equivalente a1 35% y 24%, respectivamente, de la de 10s cultivos controles de seis 
dias de crecimiento. 
Tabla 2. Efecto del metanol (MeOH+) y del HCB (HCB +) sobre la actividad de la UroD de C. 
kessleri. 
Tratamiento Tiempo (dias) Actividad Especifica Inhibicibn (%) 
Crecimiento Tratamiento vs. Control vs. MeOH 
E l E 2  E l  E 2  E l  E 2  
Control 
MeOH + 
HCB + 6 3 2,72 f 0,05" 0,85 f 0,030~ 80 81 34 42 
Control 12 0 4,85 f 0,04 1,08 f 0,0 l 0 0 - - 
MeOH + 12 9 6,44 f 0,690 1,73 f 0,23" -33 -61 0 0 
HCB + 12 9 8,96 f 0,430~ 2,25 f 0,26"~ -85 -1 10 -39 -30 
La actividad de la primera etapa (E 1) y de la segunda etapa (E 2) se expresa como la actividad 
especifica media (nmol porfirinaslmg proteinash) f DS. La misma h e  determinada en sobrenadantes 
de homogenato provenientes de cultivos cosechados el dia correspondiente a 10s tres (3) y nueve (9) dias 
de exposici6n de 10s cultivos tratados. Se presentan los porcentajes de inhibici6n relativos a la actividad 
especifica de 10s cultivos controles (columnas 6 y 7) y, ademis, para el caso de 10s cultivos tratados con 
HCB, 10s porcentajes relativos a 10s cultivos tratados con MeOH (columnas 8 y 9). Los valores 
negativos representan % de activacibn. Diferencia significativa (pc 0,05) respecto de: "control; bcultivo 
con metanol solo. 
Figura 2. Actividad de la primera etapa de la UroD de cukivos mbroles ( ) y de cukivos tratados 
can metanol ( ) y can HCB ( ). Los ensayos fueron realhados como se describe en Materiala y 
M b d o s  (con una relacibn sustrato/prateinas = 20 nmol Urogen III/mg proteinas). La actividad 
especifica de la primera etapa se expresa como la media f DS. Los nheros  dentro de las barras 
indican el porcentaje de actividad con respecto a su respectivo control. Diferencia significativa (p< 
0,05) respecto de: *control; *cultivo con metanol solo. 
F'igura 3. Actividad de la segunda etapa de la UmD de cultivos cuntroles ( ) y de cultivos tratados 
can metanol ( I )y con HCB ( ). La actividad e s p d c a  de la segunda etapa se expresa como la 
media f DS. Los niuneros dentro de las barras indican el porcentaje de actividad con respecto a su 
respectivo control. Diferencia significativa @< 0,05) respecto de: *control; *cultivo con metanol solo. 
111. B. 4. DISCUSION 
En esta seccibn del capitulo 111, se estudib el efecto in vivo del HCB. Los resultados obtenidos, 
al analizar el crecimiento, el contenido de clorofila a y la actividad de la enzima UroD de la 
cepa BAFC CAlO de Chlorella kessleri, mostraron que este HAP ejerce un efecto tbxico 
sobre 10s cultivos, afectando principalmente el crecimiento y la actividad de la UroD. 
La exposicibn de 10s cultivos de la cepa BAFC CAlO de Chlorella kessleri al HCB y al 
metanol, en las condiciones ensayadas, no tuvo efectos sigdicativos sobre el contenido de 
clorofila a y carotenes, per0 si sobre la tasa de crecimiento (Tabla 1). Como se comentara en 
la Introduccibn, nurnerosos estudios han demostrado que diintos compuestos orghicos 
(herbicidas, HAPS incluyendo el HCB, hidrocarburos del petrbleo, aceites, etc.) son 
extrernadamente t6xicos para las algas, participando en su toxicidad procesos peroxidativos 
desencadenados por la generacibn de especies reactivas de oxigeno. Una propiedad adicional 
del HCB, es su capacidad de intercalarse entre las cadenas de Bcidos grasos de 10s lipidos de 
las membranas (K6szo et al. 1982), llevando a aumentar la fluidez de las mismas (Billi de 
Catabbi et at. 1997). El desbalance en la perrneabilidad, inducido por el HCB per se y por 
peroxidacibn de lipidos y proteinas eminxiticas y transportadoras, puede llevar a disturbios en 
10s mecanisms de transporte y a un deskdance i6nico que provocan una disminucibn de 10s 
procesos metaMlicos esenciales, altertindose la sintesis de proteinas y otros cornpuestos, la 
actividad de distintas enzimas, la captacibn de nutrientes, la regulaci6n osm6tica y la liberacibn 
de autosporas (El Sheekh et al. 1994; Tukaj y Bohdanowicz 1995a; Kong et al. 1998). Ello 
podria explicar la disminuci6n del crecimiento y el aumento del volumen celular registrado en 
algunas especies algales. Los resultados obtenidos en este trabajo de tesis, son acordes con 
estos antecedentes, ya que pudo observarse una alteraci6n del crecimiento de 10s cultivos de C. 
kessleri expuestos al HCB (Figura 1). Los cultivos controles siguieron una curva de 
crecimiento tipica de 10s cultivos en lote, alcanzando su fkse estacionaria un poco antes que 10s 
cultivos desarrollados en el capitulo I1 (item II.3.1), probablemente debido al alto in6culo 
inicial aqui empleado (1,5x106 dlulas I d  vs. 0,013x106 dlulas/d). Los cultivos expuestos 
Scamente a1 metanol, mostraron una disminucidn de la tasa de crecimiento fiente al agregado 
del contaminante, la cual se rnantuvo constante y disrninuida basta el final del bioensayo. En 
carnbio, 10s cultivos tratados con metanol y HCB mostraron una fberte caida de la tasa de 
crecimiento fkente a1 agregado del contaminante, la cual result6 negativa durante 10s tres dias 
posteriores a su adicidn. Sin embargo, durante 10s seis dias subsiguientes se observ6 una 
recuperation, con aumento de la tasa de crecimiento a valores superiores a la de 10s controles, 
llegando a1 finalizar el bioensayo a un n h e r o  de dlulas/rnl similar a1 de estos ultirnos. Cuando 
se ensaya la toxicidad de distintos xenobi6ticos sobre 10s organismos, fiecuentemente se 
requiere el uso de solventes orghicos (corno acetona, etanol o metanol) para formular las 
soluciones de 10s mismo, ya que estos tienen baja solubilidad en agua. Estos solventes pueden 
influir sobre 10s resultados del ensayo, porque pueden actuar aditivamente o antag6nicamente 
(El Jay 1996). A pesar de que Muiioz et al. (1996) indicaron que el agregado de mettinolo, 1% 
no afecta el crecimiento de Chlorella vulgaris, en C. kessleri provoc6 una caida en la tasa de 
crecimiento que se mantuvo disminuida con respecto al control hasta finalizar el bioensayo. De 
todas maneras, 10s cultivos expuestos a la acck5n conjunta de metanol y HCB mstraron una 
mayor caida en su tasa de crecimiento. Este efecto aditivo evidenciaria que el HCB tiene un 
efecto sobre el crecimiento de esta cepa, indicando la toxicidad inherente a1 mismo. Luego de 
la caida del crecimiento fiente al agregado del tdxico, se observ6 una recuperacibn de 10s 
cultivos de C. kessleri expuestos al HCB. Esta recuperaci6n tambidn ha sido informada en 
otras algas expuestas a distintos contaminantes como hidrocarburos del petr6leo (Tukaj 1989; 
Tukaj y Bohdanowicz 1995b) y HAPS (Semple et al. 1999) y, especificamente, para C. 
vulgaris expuesta a la rnisma concentraci6n de HCB aqui ensayada (Muiioz et al. 1996). Como 
se comentara en la introducci6n, las algas acumulatian el HCB rtipidarnente (Muiioz et al. 
1996) y luego habria una eliminaci6n del mismo en dos etapas, una ripida y otra mh lenta 
(Koelmans et al. 1993; Muiioz et al. 1996), donde estarian implicados distintos mecanismos de 
detoxificaci6n que pueden incluir la inducci6n de respuestas antioxidantes para contrarrestar 
10s efkctos de las especies reactivas de oxigeno generadas por el HCB y la metabolizacidn del 
contaminante. El comportarniento observado en el crecimiento de 10s cultivos de C. kessleri 
-E WB, dark indicios de que esta cepa probablemente contaria con un mecanism 
de detoxiticacih, erl el  cual pueden estar implicados mecanismos de ese tipo. Tambidn 
indicaria, corno h e  informado por MufIoz et al. (1996) para C. vulgaris, que seis dias serian 
suficientes para la eliminaci6n del contaminante mediante 10s mecanismos de detoxificaci6n del 
alga, permitiendo que recupere su crecimiento. En relaci6n con esto, tambidn existe la 
posibilidad de que, como ha sido informado para Scenedesmus obliquus creciendo en presencia 
de naftaleno, 10s compuestos intermediaries producidos durante el catabolism del HCB sean 
utilizados como nutrientes, lo que permitiria aumentar la produccibn de biomasa y explicaria, 
en parte, el alcance de un numero de cClulas/ml levemente superior al del control. Sin embargo, 
la determinacibn fehaciente de la capacidad de respuesta antioxidante y de metabolizacibn de 
este compuesto por parte de C. kessleri, r e q u e a  estudios posteriores para esclarecer 10s 
posibles mecanismos implicados. En relacibn con la respuesta antioxidante, en forma preliminar 
puede decirse que, dado que no se observaron diferencias significativas en el contenido de 
carotenos de 10s cultivos controles y de 10s cultivos tratados, es probable que su participacibn 
no sea importante en el mecanismo de respuesta ante la generacibn de radicales libres 
desencadenada por el HCB. Se han iniciado estudios sobre otros marcadores de respuesta 
antioxidante, como la determinacibn de 10s niveles de GSH y de 10s niveles de actividad de 
distintas enzirnas antioxidantes (catalasa, super6xido dismutasa, glutation peroxidasa). Con 
relacibn a la capacidad de metabolizacibn del HCB, surge la posibilidad de iniciar una nueva 
linea que lleve a1 esclarecimiento de 10s mecanismos implicados, mediante la determinacibn de 
productos catab6licos del HCB y la determinacibn de actividades enzhiiticas (citocromo P450, 
dioxigenasa y glutation-S-transferasa). 
Por otra parte, el efecto del HCB sobre el crecimiento de C. kessleri fbe menor que el 
observado por Mufioz et al. (1 996) para C. vulgaris, donde la caida inicial alc& un 95%. En 
10s ensayos realidos en este trabajo de tesis, el HCB h e  agregado cuando el cultivo 
presentaba una biomasa celular un orden de magnitud mayor que la de 10s cultivos de C. 
vulgaris, lo que puede haber provocado un efecto de diluci6n del contarninante asociado a la 
mayor biornasa algal. De todas maneras, como ocurre con todo tip0 de contaminante, las algas 
tambiCn presentan diferencias en la susceptibilidad a 10s HAPS. Por lo que no puede 
descartarse la existencia de mecanismos de tolerancia y detoxificaci6n miis eficientes en C. 
kessleri, ya que estos pueden ser distintos entre diferentes microalgas e incluso entre distintas 
cepas de una misma especie (Kasai y Hatakeyama 1993; Tukaj y Bohdanowicz 1995a y b). 
Aden-&, se debe tener en cuenta la presencia de glucosa en 10s medios de cultivo de C. 
kessleri. Se ha informado que la conjugacibn con glucosa es la principal forma de 
metabolizacibn de algunos HAPS, tales como pentaclorofenol (primer product0 de la 
metabolizacibn del HCB) y 2,4-DCP en plantas superiores (Yang et al. 2002). Incluso, se ha 
demostrado que la glucosa aumenta la degradacidn de pentaclorofenol en tres especies de 
Chlorella (Tikoo et al. 1997) y que, en Selenastrum capricornutum, la degradacidn del HAP 
benzopireno se lleva a cabo a travds del sistema dioxigenasa, convirtidndolo finalmente en a y 
P-glucdsidos conjugados (Warshawsky et al. 1995; Semple et al. 1999). Por lo que no puede 
descartarse que, en las condiciones de 10s ensayos realizados aqui, la disponib'idad de glucosa 
haya favorecido la capacidad de metabolizacidn del HCB por parte de C. kessleri. 
En cuanto a 10s estudios realizados sobre la enzima UroD, tambidn se observd un efecto 
inhibitorio de 10s contaminantes sobre su actividad (Figuras 2 y 3). Si bien no se observaron 
mayores diferencias en el contenido de clorofila a entre 10s cultivos tratados y 10s cultivos 
controles, si se observi, una alteracidn de la actividad de la quinta enzima del camino de 
sintesis de este compuesto (UroD). Es probable que el pool previo de clorofila en el momento 
del agregado del contaminante, dado el muy elevado niunero de a5lulas presentes, hera lo 
suficientemente alto como para que la reduccidn de la actividad de sintesis no incidiera 
significativamente en el contenido de clorofla final. Luego de tres dias de tratamiento con 
metanol o con metanol mis HCB, se produjo una inhibicidn de la actividad UroD en 10s 
cultivos tratados. Nuevarnente, se observd un efecto del solvente, per se, ya que luego de tres 
dias de exposicidn a1 metanol, la actividad de la UroD fbe inhibida en aproximadamente un 
70% para ambas etapas. Pero, como se especificara para el caso del crecimiento, aqui tambidn 
se observ6 un efecto aditivo, ya que 10s cultivos expuestos durante tres dias a1 HCB 
presentaron una inhibicidn adicional(34% para prirnera etapa y 42% para segunda etapa, con 
respecto a1 cultivo expuesto a metanol), llegando a alrededor del80% para ambas etapas, con 
respecto a 10s cultivos controles. Este efecto aditivo, nuevarnente estaria indicando una 
respuesta inherente a la toxicidad del HCB. 
Como se aclarara en la Seccidn A (Efecto del cobre), a excepcidn de la caracterizacibn de la 
UroD de Euglena gracilis (Juknat et al. 1989), no existen trabajos previos sobre la UroD de 
otras algas, ni existen datos de la influencia del HCB sobre la actividad de esta enzima 
proveniente de fbentes algales. Sin embargo, distintos autores han dernostrado, in vivo, que el 
HCB disrninuye la actividad de la UroD de otros organismos (Billi de Catabbi et al. 1997; 
Chaufan et al. 2001). Este efecto se ha asociado tanto a 10s productos intermedios producidos 
durante la metabolizaci6n del HCB, que pueden producir cambios conformacionales en la 
enzima o interferir directamente con 10s residuos de histidina y grupos sul£hidrilos de su sitio 
activo (Botham 1 990; Davies 1990; Billi de Catabbi y San Martin de Vide 1994; Bagchi et al. 
1995), como a la generacidn de especies reactivas de oxigeno inducida por este compuesto 
(Bagchi et al. 1995; Billi de Catabbi et al. 1997). Ademhs de 10s procesos de peroxidacion 
desencadenados por estas ultimas, que involucran la oxidaci6n de proteinas y deterrninan la 
inhibicidn enzimiitica, se ha sugerido que el rol inhibitorio de las especies reactivas de oxigeno, 
generadas por la presencia de HCB, podria deberse a la formacibn de un inhibidor de la UroD. 
En este sentido, tanto Rios de Molina et al. (1980) como Cantoni et al. (1 984) y Smith y 
Francis (1987), reportaron la presencia de un inhibidor en higado de ratas tratadas con HCB y 
en ratones tratados con otros HAPS. Este inhibidor se originaria por la oxidaci6n del a d o  
porfirinico del Urogen (primer sustrato de la UroD) (Francis y Smith 1988). La inhibicidn de la 
actividad UroD ejercida por este compuesto llevaria a la acumulacidn de m6s Urogen, el cud 
podria actuar como atrapante de radicales libres y no aumentaria la produccidn de especies 
reactivas de oxigeno (Billi de Catabbi et al. 1997). Sin embargo, debe tenerse en cuenta que en 
el sisterna de C. kessleri, debido a las condiciones de exposici6n a la luz, si podria existir una 
exacerbacidn de 10s efectos del HCB, recordando lo que ocurre en el caso de la enfermedad 
porfiria cuthea tarda, donde se presenta un fenotipo asociado a procesos de fotooxidaci6n de 
porfirinas. Entonces, en 10s cultivos de C. kessleri, ante la presencia de especies reactivas de 
oxigeno, el Urogen se oxidaria a Uro, la cual, por no ser sustrato enzimiitico, se acurnularia y a 
su vez generaria mds especies reactivas de oxigeno en presencia de luz (Mock et al. 1998), 
fbvoreciendo la formacidn de mds inhibidor. Todos estos procesos, llevan a una disminuci6n de 
la actividad UroD y se ha demostrado que el HCB inhibe tanto la primera como la segunda 
etapa catalizada por esta enzima, afectando todos lo pasos de decarboxilaci6n al mismo grado 
(Rios de Molina et al. 1987; Vilas et al. 1999). Rios de Molina et al. (1987) reportaron una 
inhibicibn del 76% para la primera etapa y del94% para la segunda etapa, en ratas tratadas 
con HCB. Pero, midiendo ambas etapas a saturaci6n de sus respectivos sustratos, el 
porcentaje de inhibicidn h e  el mismo para las dos (aproximadamente 84%; Rios de Molina et 
al. op. cit.). En el caso de C. kessleri (Figuras 2 y 3), se observ6 una inhibici6n de alrededor 
del80% con respecto a1 control para ambas etapas, rnientras que si se compara con respecto a1 
cultivo tratado hicamente con metanol se observa una inhibici6n mhs alta para la segunda 
etapa. Esto puede deberse a que, a1 igual que lo reportado en ratas, ademds de la inhibicidn 
ejercida por el HCB sobre esta etapa, existe menor disponibilidad de su sustrato por la 
inhibicidn ejercida sobre la primera. 
Cuando 10s cultivos son expuestos a 10s contarninantes durante miis tiempo (nueve dias), corno 
se observd a1 analizar el crecimiento, tarnbi6n se pone de madiesto que existe una notable 
recuperacidn en la actividad UroD. Ello puede relacionam a la eliminacibn o detoxificacidn 
del xenobidtico por el alga, lo cual determinarfa que se recuperen 10s niveles normales de 
biosintesis y/o actividad. Sin embargo, se observa que existe una induccidn de la actividad, 
tanto por metanol como por metanol miis HCB, ya que la actividad de 10s cultivos expuestos 
durante nueve dias supera la actividad de 10s cultivos expuestos durante tres dias e, incluso, 
supera la actividad de 10s controles correspondientes a 10s nueve dias de exposicibn (Figuras 2 
y 3). Es probable que el camino de detoxificacih, asi como puede llevar a la sintesis de un 
inhibidor durante 10s primeros tres dias, luego puede metabolizar el HCB a un compuesto que 
actue como activador (mecanismo a h  no comprobado). En este amilisis, tambiCn se debe tener 
en cuenta la presencia de glucosa en 10s medios de cultivo. AdemAs de favorecer la 
metabolizacibn del HCB, como se explicd mhs arriba, por su disponibilidad para la formaci6n 
de conjugados, lo cud permitiria la disminucibn de especies reactivas de oxigeno, la glucosa 
inhibe la actividad de la primera enzima del camino biosintCtico de la clorolila (ALAS) ( a e p a  
et al. 1984). De esa manera contrarresta la activacibn que sufk esta enzima, cuando disminuye 
la actividad UroD, debida a la disminucidn de la concentracidn del product0 ha1  del camino 
(hemo), que es el que ejerce una regulacibn por retroinhibicidn sobre la actividad ALAS. Ese 
efecto de la glucosa, lleva a disminuir la acumulacibn de Uro y por ende la produccidn de 
especies reactivas de oxigeno y la produccidn del inhibidor de la UroD (por haber menos Uro 
y menos especies reactivas de oxigeno). Todos estos procesos podrian determinar una 
reactivation del camino y llevar a una recuperacibn e incluso a una induccidn de la actividad de 
sus enzimas, como se observa especificamente para la UroD (actividad 85% y 110% superior a 
la del control, para la primera y segunda etapa respectivamente). Esa induccibn de la actividad 
UroD, observada en 10s cultivos expuestos al HCB, permite pensar en la posibilidad de que, 
luego de la detoxificacidn, se exacerben distintos procesos rnetabblicos que lleven a1 aumento 
de la tasa de crecimiento. Asimismo, cabe la posibilidad de que durante la respuesta 
antioxidante se activen genes de enzimas que hvorezcan el crecimiento algal (Sen et al. 2000). 
Si bien, luego de nueve dias de exposicibn a HCB y metanol, aparentemente existe una 
activation de la UroD (Figuras 2 y 3), su actividad no se recupera a 10s valores de 10s cultivos 
controles correspondientes a 10s tres dias de exposicibn (seis dias de crecimiento, ultirna etapa 
de la fase exponencial). Como se determinara en el capitulo 11, la actividad UroD depende de la 
fke de crecimiento, y es m h x h  durante la fiw exponencial cayendo hacia la fase 
estacionaria. En ese sentido, la caida de la actividad de esta enzirna (65% y 76% para primera y 
segunda etapa, respectivamente), observada en 10s cultivos controles cosechados luego de 
doce dias de crecimiento (fase estacionaria) con respecto a la de 10s controles que crecieron 
durante seis dias (Gltima etapa de la fbse exponencial) concuerda con la disminucicin del 77% 
entre fke exponencial tardia y estacionaria, registrada en el capitulo anterior (item 11.3.3.3). 
Los resultados obtenidos en este trabajo de tesis muestran que el HCB tiene efectos &OS a 
nivel del metabolismo celular de C. kessleri a corto p h ,  per0 que pueden ser contrarrestados 
a mediano o largo plazo. El efecto inhibitorio, ejercido por la exposicibn a1 HCB durante tres 
dias, sobre la actividad de una enzirna clave del camino biosintktico de la clorofila, daria 
indicios de que, entre 10s mecanismos de accibn del contaminante, se encuentran involucrados 
dafios a nivel enzimirtico. Ello podria explicar, en parte, la diiminucibn del crecimiento 
observada en 10s cultivos. Se cornprok tambiin, que la UroD de C. kessleri, al igual que en 
otros organismos, es un blanco de accicin del HCB. Los resultados obtenidos en este trabajo 
sugieren que la determinacibn de la actividad UroD en C. kessleri podria constituir una 
herrarnienta, adicional a1 d l i s i s  del crecimiento, para evaluar el impact0 de contaminacibn 
reciente con HAPS en ecosistemas acwiticos. 
111. B. 5. CONCLUSIONES 
En esta secci6n se presentaron 10s resultados obtenidos a1 estudiar el efecto del HCB sobre 10s 
cultivos de la cepa BAFC CAlO de C. kessleri. Dichos resultados demuestran la factibilidad 
del uso de C. kessleri en estudios de contaminaci6n y, en base a ellos, puede concluirse que: 
*:* El HCB tiene efectos daiiinos a nivel del metabolism0 celular de esta cepa de C. kessleri a 
corto plazo, pero que pueden ser contrarrestados a mediano o largo plazo. Estando 
implicados daiios a nivel enzhltico. 
4' La concentracibn de HCB, ensayada en este estudio, tiene un efecto inhibitorio sobre la 
tasa de crecimiento y sobre la actividad de la enzirna UroD de C. kessleri. 
9 Es probable que esta cepa cuente con mecanismos de detoxiticacidn (repuesta antioxidante 
y metabolizaci6n del contarninante) que permitan la eliminaci6n del HCB en corto tiempo, 
permitiendo la recuperaci6n de su crecimiento y de su actividad UroD. En este sentido, la 
determinaci6n fehaciente de la capacidad de respuesta antioxidante y de metabolizaci6n del 
HCB por parte de C. kessleri requerirh estudios posteriores. 
9 En principio, 10s carotenos no ejercerian un aporte importante en la respuesta ante la 
generation de radicales libres desencadenada por el HCB. Los resultados indican la 
necesidad de continuar con estudios sobre otros marcadores de respuesta antioxidante 
(nivel de glutation y ascorbato, nivel de actividad de catalasa, super6xido dismutasa, 
ascorbato peroxidasa, glutation peroxidasa) y con estudios sobre la capacidad de 
metabolizaci6n del HCB (determinacibn de productos catabdicos del HCB, determinaci6n 
de actividad citocromo P450, dioxigenasa y glutation-S-transferasa) para clarificar 10s 
mecanisms involucrados. 
*:* La determinaci6n de la actividad UroD puede constituir una herrarnienta, adicional a1 
estudio del crecimiento, para evaluar la contarninaci6n reciente con HAPS, sobre 10s 
ecosisternas acuhticos. 
*' Estudios del efecto de la contaminacitjn a largo plazo, requerirh la aplicacitjn de otras 
estrategias, como el seguimiento de 10s cultivos h j o  un agregado periodic0 del t6xico a1 
medio. 
PRODUCCION DE SUSTANCIAS 
ANTIMICROBIANAS 

prevencidn de diferentes enfermedades (Cohen et al. 1995; Behrens y Kyle 1996). 
Es asi que existen numerosas compaiiias que producen y comercializan microdgas y sus 
derivados, principalrnente en p a k s  askiticos de la fianja del Pacifico (Lee 1997). AUi hay 
alrededor de 90 plantas de produccidn de microalgas, con rendimientos de entre 3 y 500 
toneladas anuales. Por ejemplo: en Israel, la Beta Technologies Ltd. (NBT) produce 1,5 
toneladas anuales de p-caroteno y 25 toneladas anuales de Dunaliella bardawii; Jap6n es un 
gran productor de Chlorella (Heian Chlorella GFC Co. Ltd., actualmente Sun Chlorella, 
come& a operar en 1969) y ademis importa Spirulina de USA y p-caroteno, EPA y DHA de 
Israel; en Corea se producen, principalrnente, algas vivas para acuicultura; en Indonesia, la 
compaiiia Sun Chlorella Indonesia produce 150 toneladas anuales de polvo de Chlorella; en 
Taiwan, existen 6 compairias productoras de Chlorella y 5 de Spirulna. Ademiis, en otras 
zonas del mundo, tambidn se encuentran operando companias productoras de microalgas, 
principalmente de Spirulina (en USA, Chile y Cuba), Haematococcus (en USA) y Dunaliella 
(en Australia). En todos estos procesos de produccidn, es sumamente importante controlar el 
desarrollo de la especie, por lo que es indispensable conocer el metabolism0 algal y establecer 
las condiciones dptirnas de cultivo. 
Si bien la explotacidn comercial de 10s cultivos de microalgas con fines nutricionales y de 
produccidn de compuestos de alto valor agregado se encuentra bastante avanzada, no ocurre 
lo mismo con la produccidn de compuestos con actividad bioldgica. De alguna rnanera, las 
algas comparten caracteristicas metabdlicas con las plantas superiores y con 10s 
microorganismos. Ambos grupos han probado ser fhentes ricas de compuestos bioactivos; 
entonces, en principio, es razonable esperar que las algas tambikn puedan servir corn  una 
importante fbente de este tipo de compuestos. La mayoria de 10s trabajos en el pasado, se han 
focalizado en las macroalgas marinas y las microalgas recibn comenzaron a estudiarse 
arnpliamente en la dCcada del 80 (Moore et al. 1988; Kelarn y Walker 1989; Patterson et a]. 
1991). Las microalgas de agua dulce, no &lo son una fbente valiosa de nuevas rnlhulas 
bioldgicamente activas, sino que resultan m h  tkiles de cultivar que las macroalgas marinas y, 
en algunos casos, pueden rendi. grandes biomasas. Ello representa una ventaja importante 
para la investigacidn y produccidn comercial de sustancias farmacoldgicamente activas. Se ha 
demostrado que un gran niunero de extractos celulares y extracelulares de microalgas tienen 
actividad antibacteriana, antifiingica, antialgal y antiprotozoo (Apt y Behrens 1999). Aunque 
para muchos de ellos aim no se conoce la estructura e identidad del constituyente activo 
(Borowitzka 1995; Apt y Behrens 1999), puede decirse que las algas poseen un potencia1 
importante en esta Brea, ya que producen compuestos biolbgicamente activos que pod& 
desarrollarse comercialmente. En las liltirnas dkadas, diferentes autores han abordado el 
estudio de sustancias inductoras ylo inhibidoras del crecimiento en cultivos algales. Se ha 
establecido que ellas producen una gran variedad de metabolitos secundarios muchos de 10s 
cuales poseen actividades biolbgicas especificas, como actividad algosthtica y alguicida 
(Cannell 1993), actividad antibacteriana (Accorinti y Rodriguez 1988; de Caire et al. 1993; 
Apt y Behrens 1999; Romero Lbpez y Pkez HemSndez 1999), actividad antifhgica 
(Accorinti 1987a; de Muld et al. 1996; Apt y Behrens 1999; Zulpa et al. 2003), actividad 
antiviral (incluyendo anti HIV) (Accorinti et al. 1983; Hayashi et al. 1996; Fabregas et al. 
1999), actividad antineoplikica o antitumoral (Noda et al. 1998; Tanaka et al. 1998), actividad 
neurolbgica (Laguna et al. 1993; Cannell 1993; Berman et al. 1999) y actividad sobre el 
sisterna inrnune (Noda et al. 1998; Dantas et al. 1999; Hasegawa et al. 1999). Otras hciones 
biolbgicas reportadas para las alga y para extractos algales incluyen inhibicidn enzimhtica, 
hedlisis, actividad anticoagulante, actividad antihipertensiva, actividad antiinflamatoria, 
actividad anticonyulsiva, inhibicibn de polimerizacibn de microtlibulos y actividad insecticida 
(Canell 1993; Paul et al. 1 995; Okai y Higashi-Okai 1997). 
Las microalgas verdes de agua dulce (Chlorophyta), y especialmente el gdnero Chlorella, 
tambidn han sido objeto de nurnerosos estudios sobre la produccibn de compuestos bioactivos 
(Accorinti y Rodriguez 1988; Burkiewicz y Synak 1996; JuArez y Accorinti 1995). Esos 
estudios incluyen tanto la bhqueda de metabolitos celulares como extracelulares, 
comprokdose que ciertas especies, como Chlorella vulgaris y Chlorella pyrenoidosa 
liberan a1 medio sustancias que poseen propiedades antibacterianas y/o antifiingicas fiente a 
una variedad de organismos patbgenos. Desde el aislamiento de la "clorelina" extracelular, a 
partir de sobrenadantes de cultivos de Chlorella vulgaris (Pratt 1944), numerosos autores 
han realizado evaluaciones in vitro de la produccibn de principios bioactivos, endo y 
extracelulares, en diversas especies de Chlorophyta y especificamente en el gdnero Chlorella 
(Tabla 1). 
Tabla 1. Actividad biol6gica informada para distintas especies del ghero Chlorella. 
Especie Fracci6n Actividad Organisnos ensayados Referencia 
C. autotrophica celular antiviral Fabregas et al. 1999. 
C. emersonii celular antibacteriana Bacillus subtilis Cannell et al. 1988. 
C. kessleri extracelular antibacteriana 
antifcngica 
Staphylococcus m e u s  
Candida albicans 
Juhrez y Accorinti 1995.* 
C. pyrenoidosa celular antibacteriana Corynebacterium diphteriae Accorinti 198 1. 
Streptococcus pyogenes 
Staphylococcus aureus 
Proteus wlgaris 
extracelular antibacteriana Accorinti 1981. Bacillus mbtilis 
Staphylococcus aureus 
Streptococcus pyogenes 
Escherichia coli 
Pseudomonas aeruginosa 
Chlorella sp. celular antibacteriana 
antifungica 
Accorinti 198 1 ; Romero L6pez y 
Phez Hernhndez 1999. 
Salmonella intentinalis 
Bacillus subtilis 
Escherichia coli 
Klebsiella pneumoniae 
C. stigmatophora celular Laguna et al. 1993. 
extracelular antibacteriana Staphylooccus aureus Accorinti 198 1. 
celular antibacteriana Escherichia coli Matusiak y Knywicka 1975; 
antifingica Bacillus subtilis Accorinti 198 1 ; Cannell et al. 1988; 
antitumoral Mycobacterium tuberculosis Noda et al. 1996 y 1998; Hasegawa et 
inmunoactivador Aspe 'g l l~  OWae al. 1997 y 1999; Tanaka et al. 1997 y 
Saccharornyces cereviciae 1998; Dantas et al. 1999. 
Tricophyton cutaneum 
extracelular antibacteriana 
anti fago 
Staphylococcus aureus 
Streptococcus pyogenes 
Bacillus subtilis 
Pseudomonas aeruginosa 
Escherichia coli 
Diversos fagos 
Accorinti 1981. 
*Publicaci6n de parte de los resultados de los estudios realivldos para este trabajo de tesis. 
Tambidn se han encarado investigaciones que permitieron aproximarse al conocimiento de las 
propiedades &icas, quimicas y bioldgicas de 10s principios activos. Se ha cornprobado que 10s 
antibi6ticos de las algas incluyen: compuestos arodticos y &ticos, lipidos insaturados, 
lipidos peroxidados, acidos grasos, glicolipidos, polisac4ridos y otros carbohidratos, lkptidos, 
fenoles, bromo fenoles, terpenoides, alcaloides y derivados de cloro fila (Accorinti 1 987b; 
Meeting 1996; Mayer y Harnann 2002). Se han caracterizado algunos compuestos bioactivos 
aislados a partir de microalgas de agua dulce, incluyendo Cyanophyta y Chlorophyta: 
"cyanovir'i", un sulfolipido de Nostoc ellipsosporum que inactiva irreversiblemente a1 HIV sin 
efectos adversos sobre las cClulas hospedadoras (Gustaikon et al. 1989; Boyd et al. 1997; Apt 
y Behrens 1999); "cuprochlorophyll", un derivado de la clorofila de una cepa de Chlorella sp. 
que posee actividad antibacteriana (Romero-Upez y Ptrez-Heddez 1999) y "glycoprotein 
ARSY, una glicoproteina de Chlorella vulgaris que presenta actividad antitumoral (Noda et 
al. 1996). 
A pesar del creciente numero de nuevos compuestos bioactivos que han sido identificados en 
las algas, except0 por el caso del hcido a-kainico (obtenido de la macroalga Digenea, 
Rhodophyta) que se comercializa desde hace aHos como antihelrnintico (Cannell 1993), hasta 
el momento no existen ejemplos de metabolites algales que se prodman comercialmente en 
la industria farmachutica o agroquimica. Como la probabilidad de desarrollo exitoso de un 
nuevo h c o  esta directamente correlacionado con la cantidad de investigaciones que se 
desarrollen, la falta de productos comerciales de origen algal podria deberse a la cantidad 
relativamente lirnitada de investigaciones farmactuticas llevadas a c a b  en estos organismos. 
Sin embargo, 10s ejemplos mencionados arriba, demuestran que las algas producen una gran 
variedad de productos biolbgicamente activos. Ello destaca la importancia de estudiar la 
produccidn de este tipo de compuestos en distintas especies de rnicroalgas, ya que debido a la 
capacidad de cultivarlas masivamente, representan una interesante fbente de producci6n de 
nuevos compuestos quirnicos utiles. 
En el caso particular de este trabajo de tesis, la cepa BAFC CA 10 de Chlorella kessleri ha 
sido aislada de la Laguna Verde (Complejo Termal Copahue, Neuqutn Argentina), cuyas 
aguas son utilizadas con fines teraptuticos, principalmente en el tratamiento de afecciones 
cutheas como dermatitis stafilococcicas, psoriasis, candidiasis, etc. (Ubogui et al. 1991). Por 
ese motivo result6 interesante encarar el estudio de las propiedades antibibticas de las aguas 
de la Laguna Verde y de las sustancias li'beradas al medio de cultivo por esta cepa de 
Chlorella kessleri, que corresponde a la especie algal dorninante en ese cuerpo de agua 
(Juhrez y VClez 1993). Por otra parte, 10s trabajos de investigacibn de las propiedades 
antimicrobianas de rnicroalgas verdes realizados hasta el momento, incluyen principalmente 
estudios con especies atermales; no registrhndose en la bibliografia investigaciones sobre la 
produccibn de sustancias antibibticas en clorofitas de heas termales. 
Sobre la base de todos 10s antecedentes planteados, se establecii, como objetivo, en 
esta seccidn de la tesis, estudiar la potencialidad de Chlorella kessleri como fbente de 
compuestos bioldgicamente activos. Para ello, se evalu6, in vitro, la actividad 
antimicrobiana de extractos extracelulares b t e  a diversas bacteria5 y hongos 
patdgenos, para establecer si la accibn terap6utica exhibida por el agua de la laguna 
puede deberse, en parte, a la existencia de sustancias antimicrobianas liberadas por la 
microalga dominante en ese cuerpo de agua (C. kesslero. 
Se ensayb la actividad antimicrobii in vitro, de extractos obtenidos a partir del agua de la 
Laguna Verde y de extractos obtenidos a partir de sobrenadantes de cultivos axknicos de la 
cepa BAFC CA 10 de C. kessleri aislada de dicha laguna, fiente a Candida albicans y a 
Staphylococcus aureus (microorganismos comiinmente causantes de afecciones cutiineas). Por 
otra parte, se ensayb la actividad antimicrobiana de extractos obtenidos a partir de 
sobrenadantes de cultivos de C. kessleri en h e  estacionaria de crecimiento, fiente a diversas 
bacterias y hongos patbgenos. 
I I I. C .  2. 1. Actividad antimicrobiana del agua de la Laguna Verde y de sobrenadantes de 
cultivos ar6nicos de C. kessleri en fase exponencial y estacionaria de crecimiento 
Para estudiar 10s efectos antibibticos del agua de la Laguna Verde, se tomb, in situ, una 
muestra de 20 l, se filtrb a travis de una red de fitoplancton de 15 pm de poro seguido por 
pasaje a travks de membrana Millipore de 0,45 pm y se procedib a la preparacibn de 10s 
extractos. 
Para estudiar 10s efectos antibibticos de 10s productos liberados al medio por C. kessleri, se 
iniciaron dos cultivos axknicos en 1 .500 rnl de medio BBM adicionado con glucosa l%o y se 
incubaron bajo condiciones estiindar. Uno de 10s cultivos se cosechb a 10s 4 dias, durante su 
fase de crecimiento exponencial, mientras que el otro se cosech6 a 10s 35 dias, durante su fase 
de crecimiento estacionaria (de acuerdo con la caracterizaci6n del crecimiento realizada en el 
capitulo anterior, item 11.3.1). Cada cultivo se filtr6 a travds de 6iltro Millipore de 0,45 pm de 
poro, se descartb la hcci6n celular y se procedi6 a la preparaci6n de 10s extractos a parti. de 
10s sobrenadantes. 
La secuencia de extraccibn de 10s metabolites bioactivos, tanto para el agua de la laguna como 
para 10s sobrenadantes de 10s cultivos, se realid de acuerdo a Stahl(1965) y Veerport (1 998) 
e involucrb: 1) adsorcibn en columna de carMn activado; 2) eluci6n secuencial de la columna 
con solventes de polaridad decreciente (metanol, acetato de etilo y dter etnico); 3) 
concentraci6n de 10s eluidos por evaporacibn a1 vacio, previa deshidrataci6n con Na2S04 
anhidro para el caso del extract0 etireo. 
La actividad antibibtica de 10s distintos extractos obtenidos h e  ensayada fiente a Candida 
albicans y fiente a Staphylococcus aureus mediante antibiogramas de disco, s egh  se describe 
en el item III.C.2.3. Adicionalmente, se prob6 la estabiidad a1 almacenamiento del extract0 
etdreo del agua de la laguna, repitiendo 10s antibiograrnas luego de 7 y 20 dias de 
almacenarniento a 0°C. 
111. C.  2. 2. Actividad antimicrobiana de sobrenadantes de cultivos uxinicos de C kessleri 
en fuse estacionaria de crecimiento 
Una vez analizado el efecto de 10s extractos antes descriptos, se realizb el estudio de la 
actividad antimicrobiana de extractos et6reos obtenidos a partir de sobrenadantes de cultivos 
en fase estacionaria de crecimiento (desarrollados de acuerdo a1 item III.C.2.1). Se prepararon 
tres extractos etkreos: ED, por extraccibn directa del sobrenadante con 6ter etilico 
(sobrenadanteldter 1,5: 1, vlv); EC, concentrando previarnente el sobrenadante a 50°C y ER, 
por adsorci6n en resina de amberlite XADz (Dressier 1979) seguida de eluci6n con 6ter etilico 
(Figura I). 
Cultivo de C. kesslen 
(4000 ml; 30,4 x 10' c6llrnl) 
Sobrenadante - Descamr 
Concentraci6n a 50°C al vaclo t Pasaje por columna XAD, (a 115 del volurnen inicial) (25,9 ml resina; flujo de 0,1 mlls) I 
Extracci6n directa con 6ter etllico I 
en ampolla de decantacidn Elucidn con 100 ml de Bter etflic0 
(sobrenadanteIBter, 1,5: 1, vlv) 
Deshidratacidn con Na,SO, anhidro 
Extracto EC Extracto ED Extracto ER 
FCgura 1. Marcha de extraccibn del sobrenadante del cultivo de C. kessleri en fase estacionaria de 
crecirniento. 
La actividad antibibtica de 10s distintos extractos obtenidos (EC, ED y ER) h e  ensayada fiente 
a 10 cepas de microorgankmos pat6genos. Adicionalmente, se probd la estabilidad a1 
almacenamiento del extract0 ED, repitiendo 10s antibiogratllas, luego de 8 meses de 
almacenamiento a O°C, frente a Staphylococcus aureus y Mycobacterium tuberculosis. 
111. C. 2.3. Ensayos de actividad antimicrobiana 
Todas las cepas patbgenas utilizadas en este estudio, except0 la de Candida albicans, 
corresponden a aislamientos clinicos del Laboratorio de Tuberculosis del Hospital Muiiiz, y 
heron gentilmente provistas por la Dra. Maria Josefina Squadrone y por la Dra. Marta Di 
Lonardo (Directors del Laboratorio Dr. Chetrsingolo y de la Chtedra de Tisioneumunologia, 
Universidad de Buenos Aires y Hospital Mufliz): Staphylococcus aureus, Escherichia coli, 
Klebsiella pneumoniae, 333 Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhi, Bacillus anthrasis, 
Actinomyces sp., Candida albicans (cepa ATCC 64385). Para destacar el efecto antibi6tico de 
10s extractos, se decidib probarlos fiente a 3 especies de micobacterias multirresistentes (Tabla 
2): 733 Mycobacterium tuberculosis, 13 13 M. fortuitum y 1 178 M. grupo MAC. 
Tabla 2. Resistencia a las drogas antibacilares de las cepas de micobacterias. 
Cepas Resistencia 
M. tuberculosis 
M. fortuitum 
M. grupo MAC 
A: Ansamicina, Cs: Cicloserina, E: Etambutol, H: Isoniacida, K: Kanamicina, P: ~c ido  para amino 
salicilico, R: Rifampicina, S: Estreptomicina, Z: Pirazinamida. 
Los efectos antibibticos se evaluaron mediante antibiogramas de disco desarrollados por la 
tCcnica de difbsibn en agar (Collins et al. 1989). Para ello, se inocularon 600 millones de 
cClulas/ml de cada una de las cepas dentro de medio ATS (ver Capitulo I) a 50°C. Se dejb 
gelificar y se procedib a colocar 10s discos de papel de filtro 3MM impregnados con cada 
extracto. En todos 10s ensayos, se sembraron 50 pl del extracto y 50 p1 del solvente de 
extraction correspondiente como control (metanol, acetato de etilo y kter etilico). 
Los antibiogramas se incubaron a 37" C y 10s resultados se leyeron a partir de las 24 hs. de 
incubacibn y hasta 10s 20 dias, debido a1 crecimiento lento de las cepas de Mycobacterium. Los 
ensayos se repitieron 2 veces por duplicado y la actividad antibibtica se refirib como el 
diiunetro de 10s halos de inhibicibn. 
I 11. C.  2.4 .  Andlisis parcial de la composicidn de 10s extractos 
El extracto etkreo obtenido a partir del sobrenadante del cultivo en fase estacionaria (ED, item 
III.C.2.1) h e  analizado por cromatografia preparativa ascendente en papel y cromatografia 
ascendente en placa delgada (TLC). 
Las cromatografias preparativas heron desarrolladas en papel Whatman 3MM a temperatura 
arnbiente, sembrando 300 p1 del extracto en la h e a  de partida y usando 6ter de petrbleo: 
metanol: acido fbrmico (50: 5: 45, vlv) como solvente de desarrollo (Smith 1963). En todos 
10s casos, se realizaron biocromatogramas (Accorinti 1980): para ello, se corrieron 
cromatogramas paralelos y luego de su desarrollo se cortaron las secciones de papel 
cromatogr6fico correspondientes a cada & (detectados con 10s distintos reveladores en la 
corrida paralela) y se aplicaron en antibiogramas contra C. albicans y S. aureus. Las 
detecciones quimicas de sustancias hidrosolubles y liposolubles se hicieron de acuerdo a Smith 
(1963) y Kates (1988), usando 10s siguientes reveladores: verde de bromocresol, azul de 
bromofenol, Acido tricloroacktico, kid0 fosfomolibdico, rodamina B, vapores de iodo, 
ninhiclrii reactivo de SchiE, clonuo fkrrico, nitrato de plata. 
Las corridas en TLC heron desarrolladas en placas de silica gel Merck 60 F254 de 0,2 mrn de 
espesor con base de alurninio, sembrando 300 p1 del extracto y usando tolueno: 6cido acktico 
(200: 30, vlv) como solvente de desarrollo (White y James 1985). Las detecciones quimicas de 
lipidos y terpenoides se realizaron revelando las placas con rodamina B y acid0 sulfiirico 
concentrado seguido de calentamiento en estui.8 a 90°C, respectivamente (Stahl y Jork 1965; 
White y James 1985; Kates 1988). En este caso, tambikn se realizaron biocromatogramas 
(Accorinti 1980), para lo cual se corrieron placas paralelas y luego de su desarrollo se rasparon 
las secciones de silica correspondientes a cada &(detectaclos con 10s distintos reveladores en 
la corrida paralela), que se eluyeron con Cter etflico y se aplicaron en antibiogramas contra C. 
albicans y S. aureus. 
En 10s extractos etCreos ED, ER y EC, se determin6 el contenido de hidratos de carbon0 
totales (Dubois et al. 1956), proteinas totales (Bradford 1976) y compuestos lipidicos por 
estimaci6n de dienos conjugados y rnalondialdehido (MDA) (Figuras 2 y 3). Los dienos 
conjugados se determinaron por una modificaci6n del d t o d o  propuesto por Kates (1988). El 
MDA se determind mediate la reaccicin con bcido tiobarbithico (modicado a partir de 
Ohkawa et al. 1979). Adem&, se llev6 a cabo la extracci6n clorof6rmica de pigmentos 
tetrapirrcilicos, previa esterificacicin en metanol: sulfbrico (19: 1) y posterior identificacicin por 
HPLC (segh se describe en 10s items 11.2.3.1 y 11.2.3.2 del capitulo 11). Adicionalmente, se 
evalu6 la actividad antibi6tica de esa fiacci6n conteniendo pigmentos tetrapirr6licos, 
realizando antibiogramas fiente a Staphylococcus aureus, Mycobacterium tuberculosis y 
Candida albicans. 
Extracto ED, ER y EC 
(6 mi) 
Concentrar a 0.1 ml a To ambiente 
y diluir 10 veces en H,O destilada 
Muestra 
Submuestra 
( 0,002 a 0,01 mg protelnaslrnl) 
I 1 ml reactivo Bradford 
Agitar 
Abs 595 nm contra 
blanco de reactivo 
- Abs,- Bco de reactivos . f .4. [Protelnas],, - 
Volumen alicuota lelda 
HlDRATOS DE CARBON0 
1 
Submuestra 
(0,02 a 0,08 mg azucaredrnl) 
I 0.5 ml fenol5% (plv) 
Agitar 
I 2,5 ml H,SO, concentrado vblentamente en el centro 
Agitar 
I 
Abs 490 nm contra 
blanco de reactivos 
[H de C]-= Abs,- Bw de reactivos . f . d, 
Volumen aliwota leida 
Figura 2. Protocolo para la determinacibn de proteinas e hidratos de carbon0 (H de C) en 10s extractos 
ED, ER y EC. dv: volurnen ~ l l v o l u m e n  inicial; f: llpendiente curva de calibracibn. 
Extracto ED, ER y EC 
(6 rnl) 
Concentrar a 0,l rnl a TO ambiente 
y diluir 10 veces en H20 destilada 
Muestra 
DlENOS CONJUGADOS 
0,l ml de muestra 
0,9 rnl 
CI,CH: MeOH (1: 2) 
Agitar 
0,3 rnl CI,CH I 
Agltar 
Agitar 
Ag itar 
Separar fases por 
centrifugacibn a 3000 rprn 
Recuperar fase inferior 
Concentrar a sequedad 
a T" arnbiente 
Resuspender en 1 rnl de hexano 
0,2 rnl de muestra 
I 0.2 ml SDS (8,1% en H,O) 1.5 ml AcHIAc- 20% pH 3,5 1,5 rnl TBA (0,8% en H,O) 
Calentar 60 min. en baAo de H,O a 95-1 00° C 
Agltar 
Separar fases por 
centrifugacidn a 3000 rpm 
Recuperar fase inferior 
Abs 532 nrn contra blanco con muestra 
sin TBA y bianco de reactivos 
, Abs, - Bco sin TBA - Bco react. dv [MDAI, - 1,56 . 10' M"cm" 
Abs 233 nrn contra blanco de hexano 
[Dienos Conjugados],,,,= Absm - BcO . dv 
2,5.1 04M-'crn*' 
FCgura 3. Protocolo para la deterrninacibn de metabolites de origen lipidico en 10s extract05 ED, ER y 
EC. dv: volumen finaVvolumen inicial. 
111. C. 3. RESULTADOS 
Para establecer si la acci6n terapdutica exhibida por el agua de la laguna puede deberse, en 
parte, a la existencia de sustancias antimicrobianas liberadas por la microalga dorninante en ese 
cuerpo de agua (C. kesslero, se compar6 el efecto antibi6tico de extractos obtenidos a partir 
del agua de la laguna y de sobrenadantes de cultivos de C. Kessleri, fiente a rnicroorganismos 
patbgenos. 
111. C. 3. 1. Actividad antimicrobiana del agua de la Laguna Verde y de sobrenadantes de 
cultivos axdnicos de C. kessleri en fase qonencial y esiacionaria de crecimi'ento 
Los antibiogramas realizados con 10s extractos metan6licos y 10s extractos en acetato de etilo, 
obtenidos a partir del agua de la laguna y de 10s sobrenadantes de cultivos en fase exponencial 
y estacionaria, dieron resultados negativos. En cambio, 10s extractos etereos presentaron 
actividad inhibitoria fiente a C. albicans y S. aureus (Tabla 3). El extracto ettreo proveniente 
del agua de la laguna present6 la mayor actividad (Tabla 3 y Figura 4), seguido por el 
proveniente del cultivo en fase estacionaria de crecimiento (Tabla 3 y Figura 5), mientras que 
el obtenido del cultivo en fase exponencial dio como resultado 10s halos de inhibici6n mhs 
pequeiios (Tabla 3 y Figura 5). Ademis, el extracto ettreo proveniente del cultivo estacionario 
present6 efectos antibacterianos y bacteriosttiticos combinados frente a S. aureus (Tabla 3 y 
Figura 5). 
La actividad antibi6tica del extracto etereo del agua de la laguna se mantuvo luego de 7 y 20 
dias de almacenarniento a O°C, aunque 10s halos de inhibici6n obtenidos heron de menor 
d h e t r o  que 10s producidos por el extracto ensayado en el momento de su preparaci6n (Tabla 
3 y Figura 4). 
Tabla 3. Actividad antibidtica de 10s extractos ettreos obtenidos a partir del agua de la Laguna Verde y 
de sobrenenadantes de cultivos de C. kessleri en fase exponential y &tacionaria de crecimiinto. 
Tiemno de Fuente del 
extracto aImaCenamiento (diap) 
Halo de inhibicihn fmml 
C. albicans S. aureus 
Cultivo exponential 0 21 15 
Cultivo estacionario 
0 30 5 1 
7 30 3 8 
20 24 3 1 
Los extractos ettreos heron preparados como se describe en el item III.C.2.1 de Materiales y Mttodos. 
La actividad antibibtica se indica como el diimetro de 10s halos de inhibicibn. "La actividad antibibtica 
del extract0 del agua de la laguna fue ensayada en el momento de su preparacibn (0) y luego de side (7) 
y veinte (20) dias de almacenamiento a 0°C. *Presencia de un anillo bacteriostitico adicional, de 13 mm 
de espesor. 
Figura 4. Antibiogramas del extract0 etkreo (EE) obtenido a partir del agua de la Laguna Verde (se@n 
se describe en el item III.C.2.1) fiente a Candida albicans (a, c y e) y a Staphylococcus aureus (b, d y 
f), luego de cero (a y b), siete (c y d) y veinte (e y f) dias de alrnacenamiento a 0°C. CE: control de &er. 
Las escalas corresponden a 1 5 mm. 
Figura 5. Antibiogramas de 10s extractos obtenidos a partir de 10s sobrenadantes de cultivos en fase 
exponencial y estacionaria de crecimiento (seg;ln se describe en el item III.C.2.1). a: extractos del 
cultivo en fase exponencial de crecimiento fiente a Candida albicans. b: idem (a) frente a 
Staphylococcus aureus. c: extract0 etereo del cultivo en fase estacionaria de crecimiento frente a C. 
albicans. d: idem (c) fiente a S. aureus. El extract0 etkeo proveniente del cultivo en fase estacionaria 
de crecimiento present6 un anillo bacteriostatic0 adicional de 13 mm de espesor (flecha). EE: extract0 
etereo; EA: extract0 en acetato de etilo; CA: control de acetato de etilo; CE: control de eter. Las escalas 
corresponden a 15 mm. 
111. C.  3. 2. Actividad bwlhgica de sobrenadantes de cultivos ernicos de C. kessleri en fuse 
estacionaria de crecimiento 
Una vez establecido que 10s extractos de C. kessleri mhs activos correspondian a 10s extractos 
etdreos obtenidos a partir de sobrenadantes de cultivos en fase estacionaria de crecimiento, se 
prepararon nuevos extractos en las condiciones detalladas en el item I11 C. 2. 2. La actividad 
antimicrobiana de 10s extractos EC, ED y ER obtenidos, se ensay6 fiente a 10 cepas de 
microorganismos y sus resultados se resumen en la Tabla 4. Los antibiogramas de 10s extractos 
ED y ER resultaron positivos contra todos 10s microorganismos ensayados (Tabla 4 y Figura 
6), rnientras que el extracto EC result6 inactivo. En todos 10s casos, 10s halos de inhibition 
producidos por el extracto ED heron mayores que 10s producidos por el extracto ER (Tabla 
4). La actividad antibi6tica del extracto ED se rnantuvo luego de 8 meses de almacenamiento a 
O°C, aunque 10s halos de inhibici6n obtenidos heron de menor dihetro que 10s producidos 
por el extracto ensayado en el momento de su preparation (Tabla 4). 
Tabla 4. Actividad antibi6tica de 10s extractos etdreos obtenidos a partir de sobrenenadantes de cultivos 
de C. kessleri en fase estacionaria de crecimiento. 
Tiempo de Halo de inhibicihn (mm) Microorganismo 
almacenarniento ED ER EC 
Escherichia coli 0 51" 
Klebsiella pneumoniae 
Pseudomonas aeruginosa 
Salmonella @phi 
Bacillus anthrasis 
Actinomyces sp. 
Mycobacterium grupo Mac 
Mycobacterium fortuitum 
Mycobacterium tuberculosis 0 
8 meses 
8 meses 2 1 
Los extractos etdreos heron preparados por extracci6n directa sin (ED) o con concentraci6n previa 
(EC), o por adsorcidn en resina XAD2 (ER), como se describe en el item III.C.2.2 de Materiales y 
Mdtodos. La actividad antibi6tica se indica como el diimetro de 10s halos de inhibicidn. "Presencia de 
un delgado anillo de inducci6n intermedio. i res sen cia de un anillo bacteriostitico adicional. 
Figura 6.  Antibiogramas del extract0 ED (preparado de acuerdo a lo descripto en el item III.C.2.2) frente a algunos de 10s microorganismos estudiados. a: 
Bacillus anthrasis (notese la presencia de un anillo bacteriostatic0 de 10 rnrn de espesor, flecha). b: Staphylococcus aureus. c: Mycobacterium tuberculosis. d: 
M. grupo Mac. e: Actinomyces sp. f: M. fortuitum. g: Escherichia coli (notese la presencia de un doble halo determinado por un anillo de induccion 
intermedio, flecha). h: Klebsiella pneumoniae (notese la presencia de un doble halo determinado por un anillo de induccion intermedio, flecha). CE: control de 
eter. Las escalas corresponden a 20 mm. 
111. C. 3.3.  Antilkis parcial de la composicidn quimica de 10s evtractos 
Los d l i s i s  cromatograficos del extracto ED indicaron la presencia de sustancias con valores 
de Rr y propiedades cromogdnicas sirnilares a las correspondientes a acidos grasos, lipidos 
insaturados y terpenoides (Tabla 5 y Figuras 7 y 8). Previamente a1 desarrollo de las 
cromatografias preparativas en papel, se corrieron cromatogramas con otros sisternas de 
solventes (Smith 1963; Stahl 1965): 1) butanol: hcido acbtico: agua (120:30: 50, vlv) indicado 
para icidos orghicos y fenoles; 2) metanol: cloroformo (1 : 4, vlv) indicado para fosfolipidos; 
3) hexano: acetato de etilo (90: 10, vlv) para terpenoides; 4) ciclohexano: cloroformo (80: 20, 
VIV, saturado con acido fbrmico), para terpenoides. Las resoluciones de dichos cromatograrnas 
no resultaron apropiadas, obtenidndose poca separacibn de 10s componentes. Finalmente, 
utilizando Cter de petrbleo: metanol: acid0 f6rmico (50: 5: 45, vlv) como solvente de 
desarrollo, se obtuvo una buena separaci6n de 10s componentes que se revelaron con distintos 
reactivos, como se indica en la Tabla 5. 
Tabla 5. Resultado de las distintas detecciones quimicas ensayadas en la cromatografia preparativa en 
papel y en la cromatografia en placa delgada del extracto ED. 
Reactivo Especificidad Resultado 
Rodamina B 
Iodo 
Ninhidrina 
Reactivo de Schiff 
Cloruro fdrrico 
Nitrato de plata 
Acid0 sufirico conc. 
Verde de bromocresol acidos grasos no saturados 
Azul de bromofenol derivados de purinas y pirimidinas 
~ c i d o  tricloroacetico esteroides 
~ c i d o  fosfomoli~ico esteroides, lipidos conteniendo colina, lipidos insaturados 
fosfolipidos y lipidos en general 
lipidos, especialmente insaturados 
aminoicidos, fosfolipidos, aminolipidos 
fosfolipidos, especificamente glicolipidos y aminolipidos 
fenoles 
&cares, fenoles 
terpenoides 
Las cromatomafias heron desarrolladas como se indica en Materiales y M&odos (item IlI.C.2.4), 
aplicando lireveladores de acuerdo a Smith (1963), Stahl y Jork (19651, White y James (1985) y 
Kates (1 988). 
Los biocromatogramas realizados con las secciones de papel cromatogriifico desarrollado, 
demostraron antibiosis fiente a S. aureus en la zona de R f 0,85 a 0,95. De acuerdo con 10s 
reactivos ensayados, esta zona corresponderia a kidos grasos no saturados (Figura 7). En 
tanto que 10s biocromatogramas realizados con 10s distintos sectores eluidos de la placa de 
silica desarrollada, resultaron negatives. 
F'igura 7. Biocromatograrnas (a) y Cromatografia preparativa en papel Whatman 3MM (b) del extract0 
ED. Reveladores: azul de bromofenol (BB); verde de bromocresol (BG); rodamina B (RB); iodo (I). 
BIO: biocromatogramas. +: antibiosis positiva fiente a S. aureus ( h a  de inhibicibn de 20 mrn de 
espesor). 
Figma 8. Cromatografia en placa delgada del extracto ED. Reveladores: rodamina B (RB) y acido 
sulfiirico concentrado (S). 
En la Figura 9 se presenta la composici6n de 10s extractos activos (ED y ER) y del extracto 
inactivo (EC). El extracto ED present6 el doble de contenido en malondialdehido, hidratos de 
carbon0 y proteinas que el extracto ER. En tanto que el contenido de dienos conjugados 
encontrado en ese mismo extracto fie diez veces mayor que el encontrado en ER. Por otro 
lado, el extracto inactivo EC, fie el que present6 el menor contenido de todas las sustancias 
d e t m  (FW 9). 
Se re& la extracci6n clorof6rmica de pigmentos tetraph6licos a partir del extracto activo 
ED. El aniilisis por HPLC rnostr6 que el extracto contenia miis de un 95% de protoporfkina y 
trazas de heptacarboxiporfirina y urop0rfki.m 
Los antibiogramas realizados aplicando este extract0 clorof6rmic0, resultaron negativos. 
Antibiogramas paralelos aplicando prototopodkina pura o cloroformo, utilizados como 
control, tarnbih dieron resultados negativos. 
Figura 9. C d d o  de hidratos de carbon0 ( ), proteinas ( ), dienos mjugados ( ) y MDA 
), de los extractos activos (ED y ER) e inactivo (EC). 
111. C. 4. DISCUSION 
Como ya se especificara en la Introduccibn, las aguas de la Laguna Verde son utilizadas con 
fines terapduticos, incluyendo el tratamiento de afecciones cutheas producidas por algunos 
microorganismos pat6genos. Se decidi6, entonces, analizar la posibiidad de que su acci6n 
terapdutica se deba, en parte, a la producci6n y liberacibn de sustancias antimicrobianas por 
parte de C. kessleri, microalga dominante en ese cuerpo de agua ( J u d ~ z  y V6lez 1993). 
Los ensayos realizados, indicaron que tanto 10s extractos et6reos obtenidos a partir del agua de 
la laguna como 10s obtenidos a partir de 10s sobrenadantes de cultivos de C. kessleri, poseen 
actividad antibibtica fiente a 10s microorganisms ensayados (Tabla 3 y Figuras 4 y 5). El 
efecto antibibtic0 de estos liltimos, indica la producci6n y liberacidn de principios 
antimicrobianos por parte de C. kessleri. Dada la elevada concentracibn de C. kessleri en la 
laguna, del orden de 2 x 10' cClulas/rnl ( J k e z  y V6lez 1993), puede suponerse que estos 
compuestos podrian estar relacionados con 10s efectos curativos de las aguas naturales fiente a 
ciertas dolencias epidermicas como psoriasis, candidiasis, dermatitis, etc. Por otra parte, dado 
que se evidenci6 la liberaci6n de rnetabolitos bioactivos, no puede descartarse la posibilidad de 
que entre ellos se encuentren compuestos que, adem&, sean activos fiente a otros organismos. 
Como ha sido comprobado por distintos autores (Fogg 1971; Hellebust 1974), las algas 
producen una variedad de metabolitos extracelulares, que juegan un importante papel en la 
composici6n de la comunidad de un ecosistema acuiitico, pudiendo determinar la dominancia 
de una especie en ese ambiente (Hellebust 1974). Por lo que, teniendo en cuenta 10s 
fen6menos de alelopatia (Rice 1984), la producci6n de metabolitos bioldgicamente activos 
podria explicar, en parte, la dominancia de C. kessleri en la Laguna Verde. Sin embargo, 
tambien se deben tener en cuenta las condiciones particulares de este cuerpo de agua de origen 
terrnal (principalmente su bajo pH y alta temperatura, item 1.2.1 del capitulo I), que, sumado a 
lo anterior, podrian permitirle a esta microalga ser la especie dominante. 
Dado que la mayoria de 10s registros de compuestos bioactivos corresponden a sustancias de 
naturaleza liposoluble, para la preparaci6n de 10s extractos extracelulares, se opt6 por realizar 
una marcha general, usada norrnalmente para la extracci6n de sustancias bioactivas de plantas 
y algas, que corresponde a una extracci6n secuencial con solventes de polaridad decreciente 
(Veerport 1998). Los extractos obtenidos con 10s solventes mhs polares resultaron inactivos, 
mientras que 10s extractos etdreos heron 10s linicos que presentaron actividad antibi6tica. El 
Cter etaco extrae la mayor parte de 10s lipidos neutros (Kates 1988), aunque normalmente 10s 
extractos obtenidos tambidn contienen aminobidos, pdptidos, azlicares y otros productos 
neutros hidrofilicos que son arrastrados conjuntamente con ellos (Mangold 1965). La 
detecci6n de actividad antimicrobiana linicamente en 10s extractos etCreos daria un primer 
indicio de que el mayor componente de 10s compuestos antibi6ticos, presentes en 10s 
sobrenadantes de cultivos y en el agua de la laguna, corresponderia a sustancias de naturaleza 
lipidica. Aunque no puede descartarse la actividad antimicrobiana de compuestos polares que 
se encontrarian en una concentracibn muy baja 
Cuando se comparan 10s efectos del extracto etdreo obtenido a partir del agua de la laguna con 
10s de 10s extractos obtenidos a partir de sobrenadantes de cultivos de C. kessleri, se observa 
que la mayor actividad antimicrobiana corresponde al extracto proveniente del agua de la 
laguna, seguido por 10s de 10s sobrenadantes de cultivos en fase estacionaria y exponencial de 
crecimiento (Tabla 3). La mayor actividad antibibtica obtenida con el extracto mencionado en 
primer t h o ,  podria relacionarse con el alto volumen de agua filtrado in situ (20 l), con el 
mayor achulo  natural de metabolitos bioactivos en h c i 6 n  del tiempo y con la probable 
produccibn de sustancia extracelulares por parte de las especies coexistentes. Por otro lado, 
debe tenerse en cuenta la proporci6n de cdlulas muertas en el ambiente natural, ya que la 
pdrdida de contenido celular por muerte o autolisis, podria aumentar la concentracibn de 
metabolitos en el medio (Hellebust 1974). Comparando 10s resultados obtenidos con 10s 
extractos de cultivos en fase exponencial y estacionaria de crecimiento, se observa que el 
efecto inhibitorio frente a S. aureus y C. albicans h e  mayor con el extracto del cultivo 
estacionario. Se ha informado que la producci6n de metabolitos extracelulares bioactivos 
depende de la etapa de crecirniento (Giordano et al. 1994; Burkiewicz y Synak 1996) y es 
mayor en cultivos envejecidos (AUard y Tazi 1993), lo cud puede estar relacionado con la 
deficiencia de nitrbgeno y fbsforo en esas condiciones (Stryceck et al. 1992; Rapala et al. 
1993). Incluso Pratt (1 948), especificamente ha informado que la clorelina extracelular 
producida por C. vulgaris, que posee propiedades a n t i m i c r o b i  se acumula en 10s cultivos 
en fase estacionaria de crecimiento. Aden&, dado que generalmente es diflcil tener la certeza 
de la ausencia de cClulas muertas en cultivos de crecimiento rripido (Aaronson et al. 1971), la 
autolisis celular podria incrementar la concentracibn de metabolitos en el medio, entre 10s que 
pueden encontrase 10s principios antimicrobianos, y ello explicm'a, en parte, el increment0 de 
la actividad inhibitoria durante la fase estacionaria de crecimiento. 
En estos primeros ensayos, se pudo comprobar que, tanto el extracto del agua de la laguna 
como 10s extractos de 10s sobrenadantes de 10s cultivos de C. kessleri, poseen actividad 
antimicrobiana. Dado que el extracto obtenido a partir del sobrenadante de cultivo en fase 
estacionaria result6 ser el mis activo, se ensay6, especiiicamente, el efecto de extractos 
provenientes de cultivos en esta fase de crecirniento. Como normalmente la concentraci6n de 
metabolitos liberados a1 medio de cultivo es muy baja, ademSis de la extraccibn directa con el 
solvente, se probaron dos metodos tendientes a la concentraci6n de 10s metabolitos y se ensay6 
la actividad antimicrobiana de 10s tres extractos obtenidos. A1 comparar 10s resultados de 10s 
antibiogramas realizados con estos extractos, ikente a diez cepas de microorganismos 
patbgenos (Tabla 4), se observa que el extracto direct0 (ED) es el mhs activo, seguido por el 
extracto obtenido mediante eluci6n de la columna de adsorci6n XADz (ER), mientras que el 
extracto concentrado previarnente a 50°C (EC) no present6 actividad. Esto indicaria que la 
adsorci6n en resina XADz no resultaria ser un metodo eficiente para la concentraci6n de este 
tipo de metabolitos en particular y que la aplicaci6n de temperatura parece d a .  10s 
metabolitos presentes en el rnismo, llevando a la @rdida de actividad antimicrobiana del 
extracto EC. Este ultimo resultado indica que 10s principios activos presentes en el extracto 
serian termokibiles, en concordancia con lo informado para 10s metabolitos extracelulares 
bioactivos clorelina y scenedesmina, extraidas con 6ter etilico en cultivos de Chlorella vulgaris 
y en cultivos de Scenedesmus acutus y Scenedesmus obliquus, respectivarnente (Accorinti 
1981). Tornando en cuenta 10s resultados cornentados, si se desean obtener extractos mhs 
concentrados, que permitan fbturos estudios de fiaccionamiento e identiiicacidn de 10s 
p~c ip io s  activos, se deberiin implementar d todos  no invasivos de concentracibn, de manera 
de no alterar las sustancias activas @or ej., empleo de filtros con presi6n positiva). 
Para analizar la naturaleza de 10s compuestos presentes en estos tres extractos, se determin6 el 
contenido de proteinas, hidratos de carbon0 y derivados lipidicos. Para esto filtimo, se 
estimaron el contenido de dienos conjugados y el contenido de MDA, ya que adenxis de ser 
miis sensibles que el mktodo gravhdtrico (Kates 1988), se ha informado que 10s principios 
antimicrobianos de C. vulgaris podrian corresponder a lipidos insaturados o a per6xidos de 
lipidos (Telitchenko 1 974; Accorinti 1 98 1). Estos filtimos compuestos, al igual que las especies 
aqui. determinadas, e s t h  asociados a procesos de peroxidaci6n lipidica. A1 comparar el 
contenido de 10s tres extractos (Figura 9), se observa que el extracto EC present6 la menor 
concentracibn de todos 10s compuestos estimados. Es probable que el bajo nivel de 
rnetabolitos en este extracto sea el motivo de la Mta de efecto sobre 10s microorganismos 
ensayados. Esto, sumado a la posibilidad de que 10s principios biactivos Sean termolabiles, 
podria explicar la ausencia de actividad antibibtica en el mismo. Por otra parte, el extracto 
activo ED present6 la mayor concentracidn de todos 10s compuestos estimados, siendo la 
concentraci6n estirnada de dienos conjugados y la concentracibn de MDA, diez veces y dos 
veces mayor, respectivamente, que la del extracto ED. Dado que la actividad biol6gica de 
distintos extractos algales se ha asociado a compuestos de naturaleza lipidica, ello podria 
explicar la mayor actividad antimicrobiana de este extracto. Un posterior adisis iino de la 
composici6n lipidica, posiblemente perrnita identificar eYlos principios activos de estos 
extractos. 
Los resultados obtenidos en 10s antibiogramas, indican claramente que Chlorella kessleri 
produce metabolitos con actividad antibibtica contra 10s once microorganismos patbgenos 
ensayados. Frente a algunos de estos microorganismos, se observaron efectos combi ios :  
efecto antibacteriano y bacteriosthtico fiente a Staphylococcus aureus (Tabla 3 y Figura 5 d), y 
efecto inductor y antibacteriano fiente a Escherichia coli y Klebsiella pneurnoniae (Tabla 4 y 
Figura 6 g y h). Estos resultados podrian indicar la existencia de, al rnenos, dos principios 
activos con distinta velocidad de difbsi6n ylo distinta actividad biol6gica. Los ensayos de 
estabiidad al alrnacenamiento, realizados con el extracto del agua de la laguna y con el 
extracto del cultivo en fase estacionaria de crecimiento, indicm'an que 10s principios activos 
implicados serian medianamente estables, ya que la actividad antibibtica se mantuvo luego de 
20 dias y de 8 meses de almacenamiento a O°C, respectivamente, aunque perdiendo, en parte, 
su poder inhibitorio (halos de inhibici6n de menor d-tro). 
Los ensayos de actividad biolbgica de las hcciones extracelulares de 10s cultivos axdnicos de 
C. kessleri, realizados en este trabajo de tesis, mostraron efectos antibibticos Erente a once 
microorganismos patdgenos, cinco de 10s cuales no habian sido ensayados previamente con 
extractos extracelulares ni de Csta ni de otras especies de Chlorella (Tabla 1). Es importante 
destacw, que 10s extractos etCreos de C. kessleri presentaron una intensa acci6n inhibitoria 
contra tres cepas altamente pat6genas y resistentes a las drogas antibacilares utilizadas en 10s 
tratarnientos clinicos (Tabla 4 y Figura 6 c, d y 0. La cepa de M. tuberculosis, utilizada en este 
estudio, corresponde a una mutante resistente, mientras que las cepas de M. fortuitum y M. 
grupo Muc corresponden a especies de micobacterias no tuberculosas (atipicas), cuya 
particularidad es la resistencia a las drogas antibacilares (Tabla 2). Dentro de las especies 
atipicas, estas dos especies son unas de las m6s aisladas en nuestro pais, principalmente en 
enfermos de SIDA. Esto hltimo destaca la importancia de 10s resultados obtenidos y sugiere la 
posibidad del uso de cultivos de C. kessleri en el desarrollo de productos de alto interds 
h c o l 6 g i c o .  
Diversos autores han realizado estudios para identificar la naturaleza quirnica de 10s principios 
activos producidos por las algas. Entre 10s metabolites identificados se encuentran compuestos 
arodticos y alifiticos, lipidos insaturados, lipidos peroxidados, icidos grasos, glicolipidos, 
polisachidos y otros carbohidratos, @ptidos, fenoles, bromofenoles, terpenoides, alcaloides y 
derivados de clorofila. En el caso especifico del g6nero Chlorella, se ha informado que la 
clorelina extracelular, soluble en 6ter etilico y otros solventes orghicos (Pratt 1944; Jorgensen 
1962), posee propiedades antibacterianas, se acumula pricipalmente en la b e  estacionaria de 
crecimiento (Pratt 1948) y podria corresponder a per6xidos de lipidos (Telitchenko 1974). Los 
resultados obtenidos en la determination de derivados lipidicos del extracto ED, mostraron 
altos valores de dienos conjugados y de MDA. Teniendo en cuenta que estos compuestos 
correponden a 10s primeros y a 10s dltimos productos en la cadena de peroxidacion lipidica, es 
probable que 10s peroxidos lipidicos tambidn se encuentren en altas concentraciones en el 
extracto de C. kessleri. Ello sugeriria que estos compuestos podrian estar involucrados entre 
10s principios activos del extracto extracelular de C. kessleri, al igual que lo informado para el 
extracto de clorelina extracelular, con el que comparte varias caracteristicas sirnilares 
(solubilidad en 6ter etilico, acumulaci6n en fbe estacionaria, actividad antibacteriana). 
Tambidn se ha relacionado a la clorelina y a otros principios activos extracelulares de este 
gdnero y de otras algas con acidos grasos no saturados (Accorinti 1981). Los resultados de 
10s d s i s  cromatogrificos del extracto de C. kessleri aqui presentados (Tabla 5 y Figuras 7 y 
8), indicarian la presencia de lipidos insaturados, Acidos grasos no saturados y terpenos. Estos 
dltimos compuestos, tambidn han sido identificados como compuestos bioactivos producidos 
por algunas algas (Accorinti 1987b). Analizando en conjunto 10s resultados de las 
crornatografias y de 10s biocromatogramas (Figura 7), elllos principiols activols del extracto de 
C. kessleri corresponderian, principalmente, a hcidos grasos no saturados, ya que 10s 
biocromatograrnas realizados con las secciones de papel cromatografico desarrollado, dieron 
antibiosis positiva en la zona correspondiente a dichas sustancias (& 0,85 a 0,95, positivo con 
verde de bromocresol). Si bien, en la cromatografia en placa delgada (Figura 8) se detectaron 
sustancias terpenoides, 10s biocromatograrnas realizados con la zona de silica correspondiente 
a ese Rr resultaron negativos, posiblemente debido a que estos compuestos se encontraban en 
una concentration muy baja en el eluido aplicado en 10s antibiograrnas, la cual podria ser 
insuficiente como para ejercer un efecto inhibitorio sobre 10s microorganismos ensayados. De 
todas maneras, tarnpoco puede descartarse la posibilidad de que estos compuestos necesiten la 
acci6n sinergistica de otros. Por otra parte, si bien se detectaron compuestos tetrapirrdlicos 
(casi exclusivamente protoporfirina) en el extract0 crudo, la fiacci6n correspondiente tampoco 
present6 actividad antimicrobiana. Los resultados negativos obtenidos en 10s antibiograrnas 
realizados con protoporfirina pura, demuestran que la protoporfirina presente en 10s 
sobrenadantes de estos cultivos no seria la responsable de su actividad. Algunos trabajos han 
informado que ciertos compuestos bioactivos de Chlorella y otras algas corresponderian a 
derivados de clorofila y de otros pigrnentos (Accorinti 1981; Romero L6pez y PCrez 
Hedndez 1999). En dichos trabajos se analizaron extractos celulares, 10s cuales contienen 
altas concentraciones de pigmentos. En cambio, en este caso de C. kessleri, se analizaron 
extractos extracelulares donde la concentracibn de pigmentos serh muy baja, lo cual podria 
determinar la falta de deteccibn de actividad antibidtica. 
Muchas drogas existentes en el mercado fannacdutico provienen directamente de kentes 
naturales, o han sido sintetizadas en base a las estructuras quimicas y propiedades de las 
molCculas encontradas en la naturaleza. Se ha estirnado que, de alrededor de 520 nuevas 
entidades quimicas aprobadas por las agencias regulatorias en el mundo en 10s ultimo 1 1 aiios, 
cerca del 50% provienen de kentes naturales. Adem&, la resistencia que presentan muchos 
microorganismos pat6genos a 10s antibidticos disponibles actualrnente, ha llevado a 10s 
investigadores a intensificar 10s estudios sobre la produccibn de compuestos antirnicrobianos 
en plantas, pero tambitin se ha derivado a la biisqueda de este t i p  de compuestos en 
organismos no explorados. Por lo que todo aporte tendiente a la biisqueda de nuevas fbentes 
de compuestos bioactivos es de gran inter&. Los resultados obtenidos en este trabajo de tesis, 
demuestran que la cepa BAFC CAlO de Chlorella kessleri produce y libera rnetabolitos que 
poseen actividad antimicrobiana. Incluso, se encontrb que presentan fbertes efectos inhibitorios 
contra cepas de rnicroorganimos causantes de graves enfermedades infecciosas y altamente 
resistentes a las drogas antibacilares de uso cllnico en la actualidad (Mycobacterium spp.). Ello 
destaca la importancia de estos estudios preliminares, ya que sugiere la posibilidad de la 
aplicaci6n de C. kessleri como posible productora de antibidticos de origen natural y abre un 
camino para continuar con investigaciones tendientes a1 fiaccionamiento, aislamiento e 
identification de 10s metabolitos involucrados, que puedan ser producidos y utilizados en la 
industria fmcdutica. Tanto C. kessleri como otras microalgas de agua dulce, pueden 
cultivarse fhcilmente y rendir grandes biomasas, sin requerir el uso de medios orgtinicos caros y 
laboriosos, lo que representa una importante ventaja para la investigacibn y producci6n 
comercial de sustancias farmacoldgicamente activas. Por otra parte, dado que la sintesis y la 
excrecidn de metabolitos en las alga dependen del balance entre la produccidn y la utilizacidn 
de sus productos fotosintdt icos (Borowitzka y Borowitzka 1 988), encontrbdose involucrada 
la regulacidn de la sintesis de clorofila, el estudio sobre ese camino, realizado en el capitulo 
anterior, puede ayudar a la comprensidn y al manejo de la producci6n de dichos rnetabolitos. 
111. C. 5. CONCLUSIONES 
En esta seccion se presentaron 10s resultados obtenidos al estudiar la actividad antimicrobiana 
de extractos del agua de la Laguna Verde y de cultivos de la cepa BAFC CAlO de C. kessleri. 
Dichos resultados demuestran la factibilidad del uso de C. kessleri en estudios de producci6n 
de compuestos utiles para el hombre y, en base a ellos puede concluirse que: 
9 Las aguas de la Laguna Verde y 10s sobrenadantes de cultivos de esta cepa de C. kessleri 
poseen principios antimicrobianos, activos h n t e  a distintos microorganisms pat6genos. 
*:* Los extractos de 10s sobrenadantes de cultivos de C. kessleri poseen actividad 
antimicrobiana fiente a varios microorganismos patdgenos, que incluyen bacterias 
ca-tes de enfermedades altamente infeeciosas, multirresistentes a las drogas 
antibacilares y con alta incidencia en la salud humana (M. tuberculosis, M. fortuitum, M. 
grupo Mac). 
*:* Esta cepa de C. kessleri produce y libera al medio, principios bioactivos, con actividad 
antibibtica fiente a 11 microorganisms pat6genos. Dada la alta dominancia de C. kessleri 
en la Laguna Verde, estos principios bioactivo pueden estar irnplicados en la actividad 
antimicrobiana de 1as aguas de la laguna. 
+ Los extractos de 10s sobrenadantes de cultivos de C. kessleri, presentarian dos o m h  
principios activos con diferente velocidad de dfisi6n y/o distinta actividad biolbgica, 
medianamente estables a1 almacenamiento a 0°C y termolhbiies. 
*: EVlos pricipiols activols de 10s extractos de C. kessleri corresponderian, principalrnente, a 
hcidos grasos no saturados, aunque no puede descartarse la posible influencia de per6xidos 
de lipidos y de terpenoides, 10s cuales han sido informados c o m  compuestos bioactivos en 
otras algas. 
*% Si bien se trata de un estudio preliminar, 10s resultados obtenidos demuestran la 
potencialidad de 10s cultivos de C. kessleri para la extraccidn, aislamiento e identificacidn 
de metabolites farmacol6gicamente activos de alto inter&, que puedan ser producidos y 
utilizados en la industria farmactutica. 
ALCANCES Y PERSPECTIVAS FUTURAS DEL TRABAJO 
En este trabajo de tesis, se realizaron 10s siguientes trabajos, cuyos resultados tienen relevancia 
a nivel de distintas heas del conocimiento de la biologia de las microalgas: 
6 Se caracterizb una cepa autbctona de Chlorella kessleri. Su hallazgo representa una nueva 
cita de esta especie para la Argentina y su segundo registro a nivel mundial en un ambiente 
natural. Adicionalmente, el hallazgo de C. kessleri en un cuerpo de agua de origen 
volchnico, constituye un nuevo registro de una especie de Chlorella en este tipo de 
ambientes y, la caracterizaci6n de esta cepa, contribuye al conocimiento de la biologia de 
microalgas provenientes de ellos. 
e3 Se estudib la actividad de dos enzimas involucradas en el primer paso regulatorio del 
camino biosintetico de las clorofilas (ALAS y DOVAT) y se estudib y caracterizi, la en& 
del segundo paso regulatorio clave (UroD). La regulacibn de la sintesis de clorofila esth 
involucrada en el balance entre la produccibn y utilizacibn de productos fotosintdticos, del 
cual depende la sintesis de metabolitos y el crecimiento de las algas. Los estudios sobre las 
enzimas involucradas en la biosintesis de este compuesto, como el realizado aqui, 
contribuyen a un mejor entendimiento del metabolism0 algal y a1 manejo de la 
optimizacibn de 10s cultivos de microalgas, en funcibn de la produccibn de deterrninados 
metabolitos de interes. 
Q Adicionalmente, la enzima UroD es uno de 10s blancos de accibn de diversos xenobibticos 
del tipo de 10s HAPS y de algunos metaks pesados. Se realid por primera vez la 
caracterlacibn parcial de esta enzima y se mostraron las condiciones bptimas para la 
determinacibn de su actividad en Chlorella kessleri, sentando las bases para su 
determinaci6n en microalgas. 
e3 Se estudiaron dos aspectos importantes de la biologia aplicada de las microalgas: 1) La 
potencial aplicaci6n de esta cepa y alguna de sus propiedades como indice de 
contaminacibn arnbiental con metales y xenobibticos. 2) La potencialidad de esta cepa 
como fuente de compuestos biolbgicamente activos. En relacibn con el primer aspecto, se 
analizi, el efecto de un metal pesado (cobre) y un xenobibtico (HCB) sobre la actividad 
UroD. La importancia de evaluar procesos enzimaticos radica en que las concentraciones 
subletales de contaminantes pueden no llegar a tener efkctos observables sobre el 
crecimiento de 10s cultivos, pero, sin embargo, pueden afectar procesos metab6licos 
vitales, como pasos claves de la biosintesis de la clorofila. Los resultados obtenidos, 
demuestran que la determinacibn de la actividad UroD puede constituir un biomarcador de 
la contarninacion reciente con HAPS y de la toxicidad de niveles de cobre (ylu otros 
metales pesados) que no alcanzan a producir efectos ponderables sobre el crecimiento 
algal. En relacion con el segundo aspecto, se analizb la actividad antimicrobiana de 
extractos extracelulares provenientes de esta cepa, detectandose actividad inhibitoria contra 
once cepas de microorganisms patbgenos, incluyendo tres cepas altamente resistentes a 
las drogas de uso clinic0 actual. Los resultados obtenidos muestran la potencialidad de 10s 
cultivos de C. kessleri para la extraccibn, aislamiento e identificacibn de metabolites 
fkrmacol6gicamente activos de alto interds, que puedan ser producidos y utilizados en la 
industria farrnackutica. 
Teniendo en cuenta 10s resultados surgidos de este trabajo y las caracteristicas y ventajas de 10s 
cultivos de microalgas, se planea continuar con las siguientes lineas de investigacibn: 
*% Estudiar el mecanismo de decarboxilaci6n del Urogen I11 en algas, como sistema 
alternativo a1 empleo de animales. 
*:* Estudiar las restantes enzirnas de el camino biosintdtico de la clorofila, como asi tambidn 
las del catabolism0 de 10s tetrapirroles, para tener un panorama m h  completo del 
metabolism0 algal y de su regulacibn. 
*3 Continuar con el estudio de la respuesta de la UroD a1 tratamiento de 10s cultivos con 
distintos contaminantes ambientales (metales e hidrocarburos). Por ejemplo, para estudiar 
el efecto de la contarninacibn por HCB a largo plazo y su incidencia en el ecosistema 
acuhtico, se aplicarhn otras estrategias de addisis, como el seguimiento de 10s cultivos bajo 
un agregado peribdico del t6xico a1 medio y el analisis del efecto del HCB en una cadena 
trbfica. 
9 Iniciar estudios sobre estrts oxidativo en algas, focalizando la atencidn en la via metaMlica 
de 10s tetrapirroles. De acuerdo con 10s resultados de este trabajo, esta cepa de C. kessleri 
toleraria concentraciones de cobre mhs elevadas que las informadas para otras especies del 
gknero Chlorella. Ello podria indicar la existencia de un mecanismo de detoxificacibn miis 
eficiente. Los resultados tarnbitn indicarian la probabiidad de que esta cepa cuente con 
mecanisrnos de detoxificacibn (repuesta antioxidante y metabolizacibn del contaminante) 
que permitan la eliminacibn del HCB en corto tiempo. Por lo que resulta interesante 
continuar con el analisis de 10s mecanismos involucrados, mediante estudios de 
deterrninacidn de 10s niveles intracelulares de proteinas quelantes y estudios sobre 
marcadores de respuesta antioxidante (nivel de glutation, ascorbato y fenoles, nivel de 
actividad de catalasa, superbxido dismutasa, ascorbato peroxidasa y glutation peroxidasa). 
Para la determinacibn fehaciente de la capacidad de metabolizacibn del HCB por parte de 
C. kessleri, se continuara con estudios que involucrarh la determinacicin de productos 
catab6licos de este cornpuesto y la determinacibn de las actividades de enzimas implicadas 
en el metabolism0 de xenobi6ticos (citocromo P450, dioxigenasa y glutation-S-transferasa). 
9 Estudiar si distintos efectores de las enzimas del camino metaMlico de 10s tetrapirroles, 
pueden fivorecer la produccibn de 10s rnetabolitos bioactivos que han sido detectados en 
este trabajo. 
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